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Untersuchungen an isolierten Zell- und Gewebsbestandteilen. 
Von 


M. Behrens. 





II. Mitteilung: Isolierung und chemische Untersuchung des Hamosiderins 
in der Pferdemilz. 
Von 
Th, Asher. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat GieSen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1933.) 





Das Hamosiderin ist von Hueck als ein Pigment definiert, 
das sich auszeichnet durch seinen histo-chemisch nachweisbaren 
Kisengehalt, seine Liésungsfihigkeit in Siuren, Resistenz gegen 
Alkalien, Fettlésungs- und Bleichungsmittel. Trotz des Interesses, 
das das Himosiderin beansprucht bei seiner Bedeutung fiir die 
Physiologie und Pathologie des Blutes liegen zusammenfassende 
Untersuchungen nach der chemischen Seite bisher eigentlich 
nur vor von H. Nasse’) aus dem Jahre 1889, von W. Hueck?) 
aus dem Jahre 1912 und von Sh. F.Cook®) aus dem Jahre 1929. 


Nasse isolierte die ,,eisenreichen Ablagerungen aus frischer Pferde- 
milz‘‘*), indem die Milzpulpa in einem Leinwandbeutel mit Wasser aus- 
gespiilt und das Waschwasser sedimentiert wurde. Dabei setzten sich die 
Eisenkérner rascher als die anderen Formbestandteile zu Boden und konnten 
durch wiederholtes Schiitteln mit Wasser und Dekantieren ,,fast‘* rein er- 
halten werden. Dieses Produkt hatte trocken einen mittleren Aschegehalt 
von 22°/, und einen héchsten Eisengehalt von 13,7°/,; sehr hoch ist der 
fiir die Asche angegebene Phosphorsiiurewert von 20,5—38,8°/,, er wird 
auf die mitsedimentierten Kerne zuriickzufiihren sein. Es sei hier vorweg- 
genommen, da8 wir einen Eisengehalt des Himosiderins yon 36°/, fanden! 





1) Die eisenreichen Ablagerungen im tierischen Koérper. Erinnerungs- 
schrift fir W. Roser, Marburg 1889; Maly’s Jahresber. 19 (1889). 

*) W. Hueck: Pigmentstudien, Habil.-Schrift, Miinchen 1912. 

3) J. of biol. Chem. 82, 595 (1929). 

*) Da die Milz der Pferde besonders stark himosiderinhaltig ist, 
wihlten auch wir fiir unsere Untersuchungen, abgesehen vom speziell 
klinisch-chemischen Interesse, die Pferdemilz. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX, 
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98 M. Behrens, 


Die Arbeiten Huecks sind rein histologischer Art. Auf Grund 
des histochemischen Verhaltens des Himosiderins spricht er die Vermutung 
aus, daB es sich um kolloidales Eisenoxyd handelt, das in lockerer Form 
an Eiwei8- und Fettsubstanzen gebunden ist, ,,aber ein strikter Beweis fiir 
diese Anschauungen laBt sich noch nicht erbringen, sie 14Bt sich aber auch 
nicht widerlegen“. Die Hauptschwierigkeit fiir die Untersuchung 
liegt nach seiner Meinung in der Reindarstellung der Pigmente. 

Cook extrahierte einmal das ,,Eisenpigment“ mit Siuren und ana- 
lysierte die Extrakte auf Eisen, Kohlen- und Wasserstoff, zum anderen ver- 
suchte er die ,,Granula“ durch Auflisung des Gewebes in 3°/, iger Natron- 
lauge zu isolieren. Cook hat die Vorstellung, da8 ein Eisenpigment, be- 
stehend aus lose mit Eiwei8 verbundenem Eisenoxyd oder Hydroxyd, in ein 
Protoplasmastroma eingebettet ist, analog dem Himoglobin in den roten 
Blutkérperchen. Die Frage, ob es sich um Eisenoxyd oder Eisenhydroxyd 
oder selbst um andere anorganische Eisenverbindungen handelt, hilt auch 
er nicht fiir entschieden. H. Fischer‘) spricht schlieBlich von der Méglich- 
keit, daB es sich beim Himosiderin um mit Eisenhydroxyd iiberkrustetes 
metallisches Eisen handelt. 


Die Schwierigkeiten bei den Arbeiten der friiheren Forscher 
lagen vor allem darin, daB es nicht méglich war, das, was histo- 
logisch unter ,,Kisengranula“ zu verstehen ist, in unveraindertem 
Zustande zu isolieren. Simtliche Forscher benutzten ja zur Dar- 
stellung wiBrige Fliissigkeiten, was zur Folge hatte, daB die 
wasserléslichen Stoffe aus den histologischen Gebilden extrahiert 
wurden, so daf das, was man schlieBlich bekam, nicht mehr iden- 
tisch war mit dem histologischen Begriff. Unter diesen Um- 
stinden muBte es von Interesse sein, das Verfahren von Behrens?) 
zur Isolierung von histologischen Zell- und Gewebsbestandteilen 
auch auf die eisenhaltigen Granula anzuwenden, das die oben 
erwihnten Fehler grundsitzlich vermeidet und die Darstellung der 
histologischen Gebilde selbst gestattet. Bei der Methode von 
Behrens werden Organe in vereistem Zustande getrocknet und 
pulverisiert. Die dadurch freigelegten histologischen Komponenten 
werden auf Grund ihrer verschiedenen spezifischen Gewichte in 
Mischungen indifferenter organischer Fliissigkeiten von bestimmtem 
spezifischen Gewicht durch Zentrifugieren voneinander getrennt. 


Die Anwendung dieses Verfahrens auf die Darstellung des 
Hamosiderins versprach besonderen Erfolg: Einmal sind die histo- 
logischen Verhiltnisse in der Milz sehr giinstig fiir den bei der 
Zerkleinerung des Organs beabsichtigten Effekt der Freilegung 
der zu isolierenden Bestandteile, besonders vorteilhaft liegen aber 


‘) Oppenheimers Hdb. d. Biochemie 1, S. 368. 
*) Diese Z. 209, 59 (1932). 
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die Verhaltnisse in bezug auf die Trennung nach dem spezi- 
fischen Gewicht. Im Vergleich zu anderen durchgefiihrten 
Trennungen, speziell den Kerndarstellungen, wo die Grenzen der 
spezifischen Gewichte zwischen 1,290 und 1,390 liegen, ist die 
Spanne zwischen den spezifischen Gewichten des Hamosiderins 
und den iibrigen Gewebsbestandteilen des Organs bedeutend gréBer, 
da das spezifische Gewicht der Eisengranula iiber 1,6 liegt. Die 
Tatsache dieser bedeutenden Differenz zwischen den spezifischen 
(zewichten des Hamosiderins und den iibrigen Gewebsbestandteilen 
erméglichte es, die eisenhaltigen Granula praktisch rein dar- 
zustellen. 

Da die Eisengranula schwerer als Tetrachlorkohlenstoff sind, 
der ein spezifisches Gewicht von 1,594 hat, alle iibrigen Gewebs- 
bestandteile aber leichter sind, so ergibt sich daraus von selbst 
das Prinzip der Darstellung: Das Organpulver wird in Tetrachlor- 
kohlenstoff suspendiert und zentrifugiert. Der Bodensatz besteht 
aus Hisengranula, dem ,,Gesamthamosiderin“; der an der Ober- 
fliche sich bildende Kuchen enthilt die iibrigen Gewebsbestand- 
teile. In Wirklichkeit ist der Gang der Darstellung aber wesent- 
lich komplizierter. Vor allem ist es geboten, das Organpulver 
nicht gleich mit Tetrachlorkohlenstoff zu behandeln, weil wegen 
seines geringen Gehaltes an Hamosiderin leicht erhebliche Mengen 
davon nach oben mitgerissen werden kénnen, sondern die 
Trennung zuerst mit einem spezifisch leichteren Gemisch zu 
beginnen. 

Es zeigte sich, daB das spezifische Gewicht des Himosiderins 
auBerordentlich schwankte, es lag etwa zwischen 1,6 und 2,6. 
Aus diesem Befund ging schon hervor, daf die eisenhaltigen 
Granula keine konstante Zusammensetzung haben kénnen. 
Ks war daher méglich, ,,Schnitte“ innerhalb der Grenzen, in denen 
das spezifische Gewicht des ,,gesamthimosiderins“ schwankt, an- 
zulegen, und das Himosiderin in Fraktionen mit verschiedenem 
spezifischen Gewicht zu zerlegen. Da die spezifischen Gewichte 
der eisenhaltigen Granula sich nicht sprungweise iindern, sondern 
kontinuierlich ineinander iibergehen, sind die bei der Trennung 
der yerschiedenen Granulafraktionen gelegten Schnitte natiirlich 
willkiirlich gewahlt; maBgebend war zum Teil der Gesichtspunkt 
der einfachen Anwendung der organischen Lésungsmittel (reines 
Athylenbromid), zum Teil das Interesse an miglichst groBer Aus- 
beute der einzelnen Fraktionen, besonders aber sollte auf eine 
moglichste Reinheit der Priparate hingearbeitet werden. 

7* 
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100 M. Behrens, 


Wir erhielten im ganzen 3 Fraktionen und zwar: 


Fraktion I... . . Spez. Gew. 1,59—1,80 
ee kk ge! ce 
SE Te a. vy . » uber 2,18 


Die Ursache fiir das verschiedene spezifische Gewicht der 
Granula liegt, wie die Analysen zeigen, in dem verschiedenen 
Gehalt der Fraktionen an Eisen. Mit zunehmendem spezifischen 
Gewicht wichst der Hisengehalt. Dieser betrigt: 




















Fraktion Spezifisches Gewicht] Fe in °/, 
Gesamthimosiderin. . groBer als 1,59 29,3 
Fraktion IT...... zwischen 1,80—2,18 31,6 

"a | eee gréBer als 2,18 35,9 


Zur Beurteilung der Fraktionen wurden Ausstriche auf Objekttrigern 
angefertigt. Zu diesem Zwecke wird die Suspension der Granula in den 
organischen Lésungsmitteln auf einem Objekttriger ausgestrichen und nach 
dem Verdunsten des Liésungsmittels der Objekttriger durch die Flamme 
gezogen. Der Nachweis des Eisens geschah in der tiblichen Weise durch 
Behandeln mit salzsaurer 1°/,iger Ferrocyankaliumlésung nach Stéltzner'’), 
zur Erkennung von anderen Gewebsbestandteilen wurde mit Eosin gegen- 
gefirbt. Dabei zeigt sich, daB die Fraktion I mit niedrigstem spezifischen 
Gewicht noch geringe Mengen solcher Verunreinigungen enthilt, wihrend 
die anderen Fraktionen praktisch frei davon sind. Die Fraktion I wurde 
daher von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen. 

Da es unvermeidlich ist, daB beim Zerkleinern des Organs mit Hilfe 
von Glasperlen in einer Art Kugelmiihle feine Glaspartikel anfallen, 
das spezifische Gewicht des Glases etwa 2,45 betriigt, miissen das ,,Gesamt- 
himosiderin“ und die Fraktion II mit Glas verunreinigt sein, wohingegen 
die Fraktion II als glasfrei bezeichnet werden kann. 


UbergieBt man das Himosiderin (Fraktion II) mit Wasser, 
und extrahiert wiederholt, so gehen etwa 22°/, in Lésung. Die 
Lésung zeigt die iiblichen Kiweifreaktionen. Sie gibt einen Nieder- 
schlag mit Essigsiure und Ferrocyankalium, mit Sulfosalicylsiure 
und beim Kochen bei saurer Reaktion. Die eisenhaltigen Granula 
enthalten also EiweiB. Die wiBrigen Extrakte sehen gelblich aus. 
Ein charakteristisches Spektrum konnte nicht beobachtet werden, 
vielmehr zeigte sich bloB eine Auslischung des blauen Gebietes 
ohne scharfe Absorptionsrinder. Verdiinntes Eisenhydroxydsol 
zeigt dasselbe Verhalten. Da, wie weiter unten gezeigt werden 
wird, das Eisen der Granula als EKisenhydroxyd anzusprechen ist, 
so diirften beim Extrahieren mit Wasser Spuren von EKisenhydroxyd- 
sol, das eine starke Firbekraft besitzt, in Liésung gehen. 





!) Zbl. Path. 30 (1919). 
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Beim Versetzen der Lisung mit Salzsiure und Ferrocyan- 
kalium trat erst nach laingerer Zeit die Berlinerblaureaktion ein, 
ein Verhalten, das nicht etwa auf das Vorliegen von komplex ge- 
bundenem und allmihlich sich abspaltendem Eisen hinweist, da 
bekanntlich viele Reaktionen in Gegenwart von Schutzkolloiden 
verzégert erscheinen. Aus demselben Grunde ist diese Verzégerung 
kein Beweis fiir das Vorliegen von 2 wertigen Kisenverbindungen 
und ihre allmihliche Oxydation zu 3 wertigen. Beim '/, stiindigen 
Erhitzen der Granula mit n-Natronlauge im Wasserbad gingen 
etwa 80°/, in Lésung. Die tiefbraune Farbe dieser Lésung zeigte 
zugleich an, daf gréBere Mengen der EHisenverbindungen als 
Kisenhydroxydsol in Lésung gegangen sein muBten. Von einer 
analytischen Auswertung wurde daher abgesehen. 

Die Kisengranula der Fraktion II enthalten 5,75°/, N. Nimmt 
man an, daB der Stickstoff ganz oder zum gréBten Teil als 
Eiwei8—Stickstoff vorkommt, so ergibt sich daraus ein Eiweibgehalt 
von 369/,. Der C-Gehalt betrug 20,8°/,, das Verhaltnis C:N dem- 
nach 3,62:1. Im EiweiB betrigt das Verhaltnis C: N durchschnitt- 
lich 3,22:1. Im Gesamthimosiderin ist das Verhiltnis 3,75: 1, 
in der Fraktion III 3,71:1. Fiir die einzelnen Granulafraktionen 
laBt sich folgender Gehalt an Protein annehmen: 

















Fraktion N in °/, | Protein in °/, 
Gesamthimosiderin. . 5,75 35,7 
Fraktion II...... 5,7 36,0 

ee 4,0 25,1 





Die Eisengranula der Fraktion II enthalten noch 0,83°/, Ca 
und 0,83°/, P, entsprechend 2,53°/, PO,. Uber die Verteilung dieser 
lonen lassen sich zwar keine genauen Aussagen machen, doch ist 
anzunehmen, daB in den Granula auch etwas Calciumphosphat 
vorkommt. Das Verhiltnis Ca: PO, entspricht noch am besten dem 
sekundiren Calciumphosphat, bindende Schliisse kann man daraus 
aber nicht ziehen, da ein Teil der Phosphorsiure ebensogut als 
Kisenphosphat vorhanden sein kann. Wegen der geringen Menge 
spielt die Natur der Ca- bzw. PO,-Verbindung aber eine unter- 
geordnete Rolle fiir die zu beantwortende Hauptfrage: ,,In welcher 
Form liegt das Eisen vor.“ 

Behandelt man die Eisengranula mit Salzsiiure, so lésen sie 
sich beim Erhitzen sofort, in der Kialte nach einiger Zeit, bis 
auf wenige farblose bzw. gelblich aussehende Flocken auf, woraus 
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man schlieBen kann, daB das Eisen nicht in Form von Kisenoxyd 
vorliegt, da dieses in Salzsiure nur schwer léslich ist. Auf direktem 
Wege 1a8t sich iiberhaupt nicht feststellen, in welcher Form das 
Eisen vorliegt, da die Granula, wie wir gesehen haben, ein kom- 
plexes Gemisch darstellen, aus dem die Kisenverbindungen, weil 
in indifferenten Liésungsmitteln unléslich, in genuinem Zustand 
nicht darstellbar sind. Jedoch gibt uns die Ubersicht iiber dic 
analytisehen Daten einen brauchbaren Hinweis. Da LEisenoxyd 
ausgeschlossen erscheint, ist die Frage zu entscheiden, ob das Hisen 
als Kisenhydroxyd oder als Salz gebunden vorkommt. Die Eisen- 
granula der Fraktion II enthalten, wie wir gesehen haben, 31,6°/, 
Fe, 36°/, EiweiB und rund 3,7°/, Calctumphosphat (?). Fir ein 
Anion eines event. Kisensalzes bleiben also nur noch 28,7°/, iibrig. 
Selbst bei Annahme eines sehr kleinen Anions ist kein Platz dafiir 
vorhanden, geschweige denn fiir Anionen gréBeren Molekular- 
gewichtes. Das Vorliegen anorganischer Eisensalze ist ebenfalls 
durch die stéchiometrischen Verhiiltnisse und das Fehlen bzw. den 
geringen Prozentsatz an Anionen (PO,) ausgeschlossen. Nur die 
Annahme des Vorkommens von Fe(OH), liBt sich mit den ana- 
lytischen Daten in Kinklang bringen, wie folgende Zusammenstellung 


zeigt: 























Spez. Eisen- d-ntor,, | Calcium- 
Fraktion Cewisht hydroxyd ey say phosphat Gesamt 
1n "le ° in "he 
7 ee gréBer , ia nicht + ee, 
Gesamthiimosiderin als 1,59 56,1 33,7 isolate 91,8 Teile 
ia zwischen . aR : 
Fraktion II... 1,80—2,18 60,4 36,0 | etwa 3,7] 100,1 _,, 
er6Ber » - nicht 
» UE...) ie oig] 687 51 |! 868 


Bei dem Gesamthimosiderin und der Fraktion LI ist der 
neben Protein und Eisenhydroxyd noch fehlende Anteil ebenfalls 
auf Calciumphosphat, hauptsiichlich aber auf Glas, das von der 
Trennung herriihrt, zuriickzufiihren. 

Die Veraschung der Fraktion I hinterlift einen Glihriick- 
stand von 50°/,, der zum gréBten Teil aus Fe,O, besteht. 

Bisher wurden, wie in der Literatur, die Bezeichnungen ,,Hamo- 
siderin* und ,eisenhaltige Granula“* in ein und demselben Sinne 
gebraucht. Es diirfte vorzuziehen sein, unter eisenhaltigen Granula 
die histologischen Gebilde zu verstehen, die Bezeichnung Hamo- 
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siderin hingegen fiir die Hisenverbindung selbst zu reservieren. 
Beide Begriffe decken sich nicht. Man muB sich vorstellen, dai 
eine EKisenverbindung (Kisenhydroxyd) in das Gewebsprotoplasma 
eingelagert ist, zu einem kolloidalen System, in dem das Hisen- 
hydroxyd die Rolle der dispersen Phase spielt, das Gewebsprotoplasma 
aber als Dispersionsmittel dient. Dieses System ist das, was man 
unter dem Mikroskop als ,G@ranulum“ sieht. Je nach dem Mengen- 
verhiltnis der dispersen Phase zum Stroma, das sehr schwanken 
kann, iindert sich der Gehalt der Granula an Eisen und damit 
auch das spezifische Gewicht. Die Granula haben also eine durchaus 
inkonstante Zusammensetzung. Dementsprechend wiire es zweck- 
miifig, den Namen ,,Hamosiderin“ als eine chemische Bezeichnung 
lediglich der Eisenverbindung vorzubehalten. Dieses Hiimosiderin 
besteht aus Eisenhydroxyd. 


Priiparativer Teil. 


Etwa 200g in vereistem Zustand getrocknete Organstiicke der Milz 
eines Serumpferdes werden in einer Porzellanreibschale und in einer Kugel- 
miihle zerkleinert und gesiebt, bis 157 g ein Sieb mit einer Maschenweite 
von 0,25 mm passiert haben. 150g dieses Pulvers werden in einer Mischung 
von Tetrachlorkohlenstoff und Benzol vom spezifischen Gewicht 1,320 sus- 
pendiert. Diese Suspension wird kurz bei geringer Tourenzahl zur Erzielung 
eines Schlimmeffektes zentrifugiert. Die angefallenen Bodensiitze werden zur 
weiteren Zerkleinerung mehrmals in der Kugelmiihle gemahlen und in gleicher 
Weise geschlimmt. Der beim letzten ,,Schlimmen“ sich absetzende Boden- 
satz wird in Tetrachlorkohlenstoff (spezifisches Gewicht 1,59) suspendiert 
und bei voller Tourenzahl (3000 Touren, Radius 16 em) zentrifugiert; dabei 
werden reichlich Eisengranula enthaltende Bodensiitze gewonnen. Mit diesen 
Bodensitzen (Himosiderin A) werden die aus den Schlimmsuspensionen 
gewonnenen himosiderinhaltigen Fraktionen vereinigt. Diese stellen dann 
das Gesamthimosiderin dar. 


Die Schlimmsuspension wird zur Gewinnung des suspendierten Himo- 
siderins auszentrifugiert. Die Bodensitze werden in Tetrachlorkohlenstoff 
suspendiert und zentrifugiert. Der sich oben bildende Kuchen wird, da er 
noch Himosiderin enthilt, wiederholt in der Zwischenfliissigkeit suspendiert 
und zentrifugiert (event. zwischendurch gemahlen). Die angefallenen Boden- 
siitze (Hiimosiderin B) werden mit dem oben gewonnenen Himosiderin ver- 
einigt. Aus der iiberstehenden Suspension, die auf ein spezifisches Gewicht 
von 1,888 gebracht wird, werden durch mehrmaliges Zentrifugieren reich- 
lich Kisengranula enthaltende Bodensiitze gewonnen. Aus ihnen wird durch 
Zentrifugieren in Tetrachlorkohlenstoff die Hiimosiderinfraktion C erhalten, 
die mit dem Gesamthimosiderin vereinigt wird. 


Das Gesamthimosiderin wird nunmehr mehrere Male in Tetrachlor- 
kohlenstoff suspendiert und zentrifugiert, wobei die Bodensiitze jeweils wieder 
frisch in Tetrachlorkohlenstoff suspendiert werden. Der 4. Teil der ge- 
samten Bodensitze, die nunmehr das reine Gesamthimosiderin enthalten, 
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wurde zur Untersuchung abgetrennt (2,61 g) und die Hauptmenge weiter 


zerlegt. 
Diese wird in Athylenbromid (spezifisches Gewicht 2 ,18) suspendiert und 


zentrifugiert, indem die iiberstehenden Kuchen wiederholt in der Zwischen- 
fliissigkeit suspendiert und zentrifugiert werden. Die angefallenen Boden- 
siitze werden mit frischem Athylenbromid herausgespiilt und die Suspension 
wieder mehrmals — wie oben — zentrifugiert. Der Bodensatz wird mit 


Ather gewaschen und getrocknet (Fraktion III: Ausbeute 1,31 g). 

Die bei dem Zentrifugieren in Athylenbromid Sbevstibende Fraktion 
wird in einer Tetrachlorkohlenstoff-Athylenbromidmischung vom spezifischen 
Gewicht 1,80 suspendiert und zentrifugiert. Die nach oben gehende Frak- 
tion I wird wegen ihrer geringen Menge und nicht absoluten Reinheit ver- 
worfen. Der Bodensatz wird in Ather gewaschen und getrocknet (Fraktion II: 


Ausbeute 4,08 g). 
Analytischer Teil. 
Saimtliche Analysen wurden mit iiber P,O, getrockneter Substanz aus- 
gefiihrt. 
Gesamthimosiderin. 
11,896, 13,202 mg Subst.: 6,148, 6,836 mg Gliihriickstand = 51,68, 51,78°,. 


3,930, 4,076 mg Subst.: 5,32, 5,58 ecm 0,00387 n-Na,S,O, (Neumann) 
= 29,22, 29,55°/, Fe. 


3,974, 4,096 mg Subst.: 3,13, 3,20 mg CO, = 21,48, 21,31°/, C. 
3,974, 4,096 mg Subst.: 1,50, 153mg H,O = 4,22, 4,18°/, H. 
5,250, 6,215 mg Subst.: 0,257 (23°, 759 mm) 0,311 (22°, 789 mm) cem N 

= 5,78, 5,64°/, N. 


Fraktion II. 
16,985, 13,563 mg Subst.: 8,580, 6,773 mg Gliihriickstand = 50,51, 49,94°/,. 
3,800, 3,932 mg Subst.: 5,57, 5,73 eem 0,00387 n-Na,S,O, 
= 31,64, 31,46°/, Fe. 


128,34 mg Subst.: 3,60 mg CaSO, = 0,83 °/, Ca. 
128,34 mg Subst.: 94,62 mg Niederschlag (Embden) = 0,83°/, P. 
3,994, 4,078 mg Subst.: 3,07, 3,10 mg CO, = 20,96, 20,73°/, 
3,994, 4,078 mg Subst.: 1,56, 1,59 mg H,O = 4,37, 4,36°/, H. 
4,820, 5,020 mg Subst.: 0,243, 0,245 cem N (21°, 760 mm) = 5,85, 5,67°/, N. 


Fraktion III. 
15,644, 10,547 mg Subst.: 9,606, 6,452 mg Gliihriickstand = 61,40, 61,17°, 
4,478, 4,160 mg Subst.: 7,48, 6,88 cem 0,00387 n-Na,S,O, 
= 36,06, 35,70°/, Fe. 


4,119, 3,972 mg Subst.: 2,27, 2,18 mg CO, = 15,03, 14,97°/, C. 
4,119, 3,972 mg Subst.: 1,28, 1,23 mg H,O = 3,48, 3,47°/, H. 
5,710, 5,270 mg Subst.: 0,201 (21°, 760 mm), 0,180 (23°, 759 mm) ecm N 
= 4,09, 3,93°/, N. 
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Extraktion mit destilliertem Wasser (Fraktion ID). 
Extraktionsdauer 30 Stunden (15 Stunden bei 17,5°, 15 Stunden bei + 1°. 
12maliger Wasserwechsel. Das extrahierte Pulver wurde im gefrorenen 
Zustand tiber H,SO, getrocknet, iiber P,O, nachgetrocknet. 
159,3, 156,9 mg verloren 35,9, 34,3 mg = 22,5, 21,9°/). 


Extraktion mit n-Natronlauge (Fraktion II). 


Extraktionsdauer '/, Stunde im siedenden Wasserbad; 4ma] mit Wasser 
gewaschen, Dauer 11/, Stunden. Das extrahierte Pulver im gefrorenen Zu- 
stand iiber H,SO, getrocknet, iiber P,O; nachgetrocknet. 

99,0, 92,6 mg verloren 78,3, 72,6 mg = 79,1, 78,4°/,. 


Fiir die Unterstiitzung bei der vorliegenden Arbeit bin ich der 
I. G. Farbenindustrie in Frankfurt a. M.-Héchst zu groBem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


1, Das von Neumann in histochemischer Hinsicht als 
Himosiderin bezeichnete Eisenpigment, das histologisch unter 
dem Bilde der eisenhaltigen Granula in Erscheinung tritt, 
laBt sich infolge seines hohen spezifischen Gewichtes auf 
mechanischem Wege isolieren und — abgesehen vom Verlust 
des Wassers und der ,,fettléslichen“ Substanzen — in unverander- 
tem Zustand rein darstellen. 

2. Die Untersuchungen ergeben, daB die eisenhaltigen Granula 
eine inkonstante Zusammensetzung aufweisen. Dieses zeigt 
sich besonders in dem schwankenden Gehalt der Granula an Eisen, 
der in der Méglichkeit zum Ausdruck kommt, die Granula in 
Fraktionen mit verschiedenem spezifischen Gewicht (von 1,6—2,6) 
zu zerlegen. 

3. Die eisenhaltigen Granula bestehen aus einem EKiweif- 
stroma, in das eine Hisenverbindung und etwas Calcium- 
phosphat eingelagert ist. Das Eisen liegt in Form von Hisen- 
hydroxyd vor. 
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Uber die Nutria-Gallensiure. 


Von 
Perey Brigl und Otto Benedict. 


(Aus der Landesversuchsanstalt fiir landw. Chemie, Landw. Hochschule Hohenheim.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1933.) 


Seitdem die Nutria, der sogenannte Sumpfbiber (Myocastor 
coypus Mol.) als Pelztier in Farmen gezogen wird, hat man sich 
hiufiger auch mit Krankheitserscheinungen bei dieser Tierart be- 
schiftigen miissen.1) Uns wurde nun vom hiesigen Tieriirztlichen 
Institut ein gréBeres Bruchstiick von einem steinartigen Kon- 
krement zur Untersuchung iibergeben, das sich im Magen eines 
eingegangenen Sumpfbibers befunden hatte. Der Magen des Tieres 
hatte bei der Sektion bei unversehrtem Pylorus himorrhagische 
Entziindung der Schleimhaut aufgewiesen und besaB einzelne 
nekrotische Herde am Magengrund in der Nahe des Pfortners. 
Die Entziindung war wohl hervorgeruten durch den vorgefundenen 
Magenstein, der bei einem gréBten Durchmesser von etwa 4 cm 
etwa 20 g wog. Der Stein”) bestand in seinem Innern aus Futter- 
resten, Gewicht etwa 15 g, um die sich eine etwa 3—5 mm dicke 
geschichtete Schale aus gréBtenteils krystallisiertem Material ge- 
legt hatte. 

Diese iuBere Schale erwies sich iiberraschenderweise als rein 
organisch. Sie enthielt einmal kleinere Mengen eines blaugriinen 
Farbstoffes, auf Grund der weiteren Untersuchung vermutlich ein 
Gallenfarbstoff, die Hauptmasse jedoch stellte eine aus Essigsiiure 
leicht krystallin zu erhaltende, rein weiBe organische Siure dar 
vom Zersetzungsp. 224—228° Magensteine dieser Art waren 
unseres Wissens bisher nicht bekannt, so daB eine nihere Unter- 
suchung gerechtfertigt erschien. Anfinglich vermuteten wir, dal 
es sich um ein aus dem Futter stammendes Material handle, da 
es in mancher Hinsicht an die Bezoarsteine erinnerte, die an- 


') Vgl. hierzu Ad. R. Walther, Der Sumpfbiber, Verlag F. C. Mayer- 
Miinchen, 2. Aufl., 1931, S. 112—134. 

*) Anmerkung bei der Korrektur: Beschreibung und Bild eines 
iihnlichen Magensteins bei Kirner, D. Pelztierziichter, S. 154, 1931. 
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geblich im Darm gewisser Ziegenarten aufgefunden worden sind. 
Die Beschreibung der Bezoarsteine, wie sie sich bei Goebel?) 
und bei H. Fischer’) findet, welche Forscher die darin vor- 
handene Lithofellinsiiure einer niheren Untersuchung unterzogen, 
deckt sich weitgehend mit der unseres Magensteines. Die Analyse 
der Nutriasiure ergab jedoch, da8 es sich um eine stickstoff- 
haltige Substanz der Formel C,,H,,O,N bandelte. Die Formel 
war etwas schwierig festzulegen, weil einmal die Substanz schwer 
verbrennlich ist, und der geringe Stickstoffgehalt (3°/,) bei der 
Probe nach Lassaigne leicht iibersehen wird. Auf Stickstoff 
priift man am besten entweder durch Schmelzen mit KOH, wobei 
Ammoniak entwickelt wird, oder man schlieBt mit Schwefelsiiure 
und Wasserstoff-Peroxyd von 30°/, auf und untersucht mit dem 
Reagens nach Nessler. 

Nach der Zusammensetzung war am elesten an eine Gallen- 
siiure zu denken. Die Glykocholsiiure, die die gleiche Zusammen- 
setzung hat, liegt auf keinen Fall vor, denn sie hat eine niedrigere 
spezifische Drehung und auch ihr Schmelzpunkt liegt erheblich 
tiefer. Fiir eine Gallensiiure sprechen zuniichst schon die Lislich- 
keitsverhaltnisse. Die Siéiure ist so gut wie unldslich in Wasser, 
Ather und Benzol, lést sich nur wenig in Aceton und Essigester; 
gut lésen eigentlich nur Alkohole und Hisessig. Alkalien lésen 
auch, die Salze haben rein bitteren Geschmack. Weiter aber ver- 
liuft die Gallensiurereaktion nach Pettenkofer mit Schwefel- 
siiure und Rohrzuckerlésung deutlich positiv. Man bekommt eine 
tiefviolette Lisung, deren beide Absorptionsstreifen allerdings ver- 
glichen mit der Cholsiiure etwas nach Rot verschoben sind. 

Der Charakter der Siure als gepaarte Gallensiiure lieB sich 
aber noch schirfer beweisen durch ihr Verhalten bei der Hydro- 
lyse. Der Stickstoff ist in dem vorliegenden Material zuniichst 
nicht im Apparat nach van Slyke durch salpetrige Siiure als 
gasformiger Stickstoff abspaltbar. Unterwirft man aber die Siiure 
einer Hydrolyse durch 30 stiindiges Erhitzen mit normaler Kali- 
lauge im Wasserbad, so ist der gesamte Stickstoff als Amino- 
stickstoff nachweisbar. Die Lauge spaltet also eine Aminosiiure 
ab, die sich als Glykokoll erwies, da dessen Esterchlorhydrat aus 
einer solchen Spaltfliissigkeit in der bekannten Weise isolierbar 
war. Der zweite Paarling, der nach der Gleichung 


C,,H,,0,N + H,O = C,,H,,0, + H,NCH,CO,H 


) Liebigs Ann. 39, 257 (1841). *) Ber. chem. Ges. 47, 2728 (1914). 
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entstehen sollte, ist nicht die normale Cholsiure, was ja aber 
nach der Verschiedenheit der gepaarten Saiure von Glykocholsiure 
fast selbstverstandlich ist. Die neue gepaarte Saure soll Nutria- 
Glykocholsaure, der stickstofffreie Paarling C,,H,,O, Nutria-Chol- 
siure genannt werden. Das letztgenannte Produkt war von Chol- 
siiure deutlich verschieden. Die fiir Cholsiure sehr typische F4l- 
lung mit Jod nach Mylius verlief beispielsweise bei der Nutria- 
Cholsiure ebenso negativ wie die Probe nach Hammarsten, 
Die Verschiedenheit der beiden Cholsiuren wird voraussichtlich 
auf einer verschiedenen Stellung der vorhandenen 3 Hydroxy]- 
gruppen beruhen. Leider war die uns zur Verfiigung stehende 
Materialmenge zu klein, um hier Endgiiltiges aussagen zu konnen. 
Wir vermochten lediglich eine gréSere Empfindlichkeit der Nutria- 
Cholsiure gegen Erhitzen festzustellen, da sie schon bei 100° 
1/, Mol, bei 134° etwa 11/, Mol Wasser unter Entstehung einer 
Doppelbindung abspaltete. Cholsiure verhielt sich, wie wir uns 
iiberzeugen konnten, nach 4stiindigem Erhitzen im Hochvakuum 
bei 134° gegeniiber Permanganat als gesittigt und zeigte den 
unveriinderten Schmelzp. 195° Auch ist aus Wielands?) Arbeiten 
bekannt, daB Ester und Anhydrid der Cholséiure erst bei 200°, 
die ungesittigten, durch intramolekulare Wasserabgabe gebildeten 
Siuren bei noch héherer Temperatur entstehen. Auch die ge- 
koppelte Nutria-Siure verliert bei 134° leicht 1 Mol Wasser. 

Nach diesen Befunden schien es schon so gut wie bewiesen, 
daB es sich um eine Gallensiure handelte, die aus der Galle des 
Tieres selber stammen sollte. Es miiBte staindig Galle aus den 
oberen Darmabschnitten in den Magen zuriickgedriickt worden 
sein und hier aus den léslichen Alkalisalzen der Séure unter dem 
KinfluB der Magensalzsiure die freie Gallensiure geworden sein, 
die sich regelmiBig an der gleichen Stelle wieder ausgeschieden 
hatte. Besondere Versuche mit dem Material des Magensteins 
zeigten, daB aus dem Natriumsalz durch Salzsiure in Freiheit 
gesetzte Saéure zuerst amorph ausfallt, um dann nach kiirzerer 
Zeit krystallin zu werden. Nimmt man an, daB im Magen diese 
Umwandlung langsamer erfolgt, so ist die konzentrische Schich- 
tung der Steinhiille ohne weiteres verstiindlich. Ein letzter Be- 
weis fiir die Richtigkeit dieser Anschauung fehlte aber noch. Es 
mufte noch gezeigt werden, daB in der Gallenblase des Tieres 
wirklich die gleiche Gallensiure vorkam. Obgleich die Gallen- 





) H. Wieland u. E. Boersch, Diese Z. 110, 1438 (1920). 
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plase eines einzelnen Tieres nur wenig Galle (2—5 ccm) enthilt, 
in der schitzungsweise 6°/, Gallensiure als Alkalisalze geldst 
sind, gelang es doch, so viel Material zu sammeln, daB aus dem 
Inhalt der Gallenblase die Gallensiiure in krystallisierter Form 
zuginglich wurde. Sie erwies sich in ihren ganzen Higenschaften 
mit dem Material des Magensteins identisch. Es gibt allerdings 
Anzeichen dafiir, daB daneben noch eine zweite Gallensiiure, die 
erheblich leichter léslich ist, vorhanden ist; aus Materialmangel 
hat dieser Frage noch nicht nachgegangen werden kénnen. 

Mit einer der bekannten Gallensiuren ist die Nutria-Glyko- 
cholsiiure nicht identisch, soweit die Literaturangaben reichen. 
Am ehesten wire noch an die Gallensiure anderer Nager zu 
denken, jedoch fehlen hier nihere Angaben. Der stickstofffreie 
Paarling, die Nutria-Cholsiure, ist zwar im Schmelzpunkt der 
eigentlichen Cholsiure sehr nahe, jedoch wie erwihnt, durch 
Fehlen der Reaktion nach Mylius und Hammarsten deutlich 
verschieden. Die analog zusammengesetzte -Phocae-cholal- 
siiure C,,H,,0,;, die in der Galle des Walrosses und einiger See- 
hundarten als Taurocholsiure vorkommt?), hat einen um iiber 
20° héheren Schmelzpunkt und gibt ein schwer lésliches Barium- 
salz im Gegensatz zur Nutria-Cholsiiure. 


Versuchsteil. 


Nutria-Glykocholsdiure aus dem Magenstein. Die Isolierung der 
Siure aus dem Stein geschah in folgender Weise: 1,3 g Schalen- 
substanz wurde in 36 ccm kaltem Eisessig gelést, die blaugriine 
Lisung mit etwas Tierkohle kurz geschiittelt und abgesaugt. Im 
Filtrat wurde nach Zugabe von 20 ccm Wasser eine erste Fiillung er- 
halten. Diese gab nach nochmaligem Lésen in 25 ccm Hisessig 
und Fallen mit 25 com Wasser 0,4 g bereits analysenreiner, krystalli- 
sierter weiBer Siure vom Schmelzp. 224—228°. Umkrystallisieren 
aus wenig Methylalkohol (60°/,) ergab Schmelzp. 226—228° Ein 
zweiter Anteil Siure (0,15 g) wurde nach weiterem Verdiinnen der 
Kssigsiure-Mutterlauge mit 40 ccm Wasser erhalten, der wie oben 
ber Kisessig gereinigt, den Schmelzp. 223—226° zeigte. Beim 
Schmelzpunkt tritt starkes Aufschiumen bei allen Fraktionen ein. 
Aus den verbleibenden Mutterlaugen konnten noch kleinere 
Krystallfraktionen, 80 und 40 mg vom Schmelzp. 174—176, baw. 





’) Hammarsten, Diese Z. 61, 489 (1909), 68, 109 (1910). 
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173° gewonnen werden. Den Schmelzdaten nach zu urteilen, kénnte 
es sich bei diesen Substanzen um Glykodesoxycholsiiure handeln, 
Von der iiber konz. Schwefelsiiure und Atznatron getrockneten Siure 
vom Schmelzp. 226—228° gaben 0,1195, 0,1232 g Subst.: 0,2911, 0,3006 g CO,, 
0,1008, 0,1023 g H,0. 
Fir C,,H,,;NO, (465,4) Ber. C 67,05 H 9,31 
Gef. ,, 66,44, 66,54  —,, 9,44, 9,29. 
N-Bestimmung nach Preg]: 3,611, 3,755 mg Subst.: 0,098, 0,105 eem N 
(21°, 762 mm). 
Ber. N 3,01 Gef. N 3,16, 3,25. 
0,2250 g Siure mit Methanol auf 10 ccm aufgefillt drehten im 2 dm- 
Rohr 2,15°. [a]p = + 47,8°% 
38,33 mg Siure verbrauchten 0,851 ccm n/10-Natronlauge. 
Aquiv.-Gew. Ber. 465,4 Gef. 450,4. 


Die Siiure ist leicht léslich in verdiinntem Alkali, Athanol, 
Methanol, Eisessig, aber unléslich in Ather und Benzol, kaum 
léslich in Aceton und Essigester. Sie krystallisiert in vierseitigen 
Prismen mit abgeschrigten Enden oder, weniger rein, in wetzstein- 
artigen Gebilden. Pettenkofer positiv, van Slyke negativ. 
Wurde aber 30 Stunden mit normaler Kalilauge im Wasserbad 
erhitzt, so war simtlicher Stickstoff als Aminostickstoff in Frei- 
heit gesetzt. 

Aus 20 mg Siure wurden im van Slyke-Apparat im Mittel zweier 
Bestimmungen 1,203 mg Stickstoff entbunden; gef.: 3,07°/,, ber.: 3,01°), 
Amino-N. 

Beim Trocknen im Vakuum iiber P,O,; bei der Temperatur des sieden- 
den Xylols (134°) wurde Wasser abgegeben. Es verloren an Gewicht 


01088 g Bhure .......4.% 0,0039 g = 3,82°/, 
ee ee 0,0129 g = 3,56°/,. 
Fiir 1 Mol Wasser berechnet sich 3,87°/, Gewichtsverlust. 
0,0988 g Anhydrosiure: 0,2505 g CO,, 0,0813 g H,O. 
C,H, NO; Ber. C 69,75 H 9,24 Gef. C 69,50 H 9,25. 
0,2091 g Anhydrosiure in 10 cem Methanol gelést drehten im 2 dm-Rohr 
+ 1,85°% [aly = + 44,3°. Die Siure entfirbt in Sodalésung Permanganat 
ziemlich rasch. 
Nutria-Glykocholsiure aus Galle. Zur Isolierung wurden 
20 ccm frisch entnommene Galle von 5 Sumpfbibern mit 30 ccm 
Ather und 2ccm 4n-Schwefelsiure versetzt und 1/, Stunde mecha- 
nisch geschiittelt. Nach Abhebern des Athers wurde die aus- 
geschiedene Krystallmasse abgesaugt, nacheinander mit Ather und 
Wasser gewaschen und getrocknet (1,5 ¢). Nachdem Krystallisieren 
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aus Kisessig versagt hatte, wurde 1 g der Rohsiure durch Lésen 
im 10fachen Volumen Methanol von etwa 0,1g voluminésem un- 
léslichem Material, wohl dem Schleimstoff der Galle, abgetrennt. 
Nach Versetzen mit dem halben Volumen Wasser schieden sich 
rasch 0,4 g Siure vom Zersetzungsp. 215—218° aus. Sie wurden 
in 4ccm Hisessig gelést und mit 2 ccm Wasser versetzt, wonach 
0,13 g krystallisierte, weibe Siure vom Zersetzungsp, 222—226° 
erhalten wurden, die der Magensteinsiiure gleicht. AuBer durch 
Mischschmelzpunkt zeigte die aus Galle isolierte Siure ihre Uber- 
einstimmung auch durch die Krystallform. 


Da bei verschiedenen Gallensiuren das Liésungsmittel sehr 
hartniickig haften bleibt, wurde zur Analyse vorsichtshalber bei 
134° getrocknet. Der Schmelzpunkt ainderte sich dabei nicht, nur 
waren die Umrisse der Krystalle nicht mehr ganz scharf. Leider 
mu8ten wir durch die Analyse feststellen, daB hier 1 Mol Wasser 
ausgetreten war unter Bildung einer Doppelbindung. Nachtriglich 
iiberzeugten wir uns dann davon, daB, wie oben schon angefiihrt, 
die Saiure aus dem Magenstein sich ganz analog verhilt; ein 
weiterer Beweis fiir die Identitiit. 


0,1013 g Anhydrosiiure gaben 0,2567 g CO,, 0,0792 g H,0. 
C,,H,,NO, Ber. C 69,75 H 9,24 Gef. C 69,11 H 8,75. 


Die Siéure entfiirbt Permanganat wie die entsprechend be- 
handelte Magensteinsiure. 


Spaltung der Nutria-Glykocholséure. Das oben angefiihrte Ver- 
halten im Apparat nach van Slyke vor und nach der Behandlung 
mit Kalilauge zeigte, daB eine gekoppelte Siiure vorlag, deren 
Komponenten nun niher zu charakterisieren waren. 

Dazu wurde die Siure aus Magenstein mit der 5 fachen 
Menge an n-Kalilauge 30 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. 
Nach Abkiihlen fiel auf Zusatz von Salzsaiure der stickstofffreie 
Paarling in weiBen Flocken aus, die abfiltriert wurden. Das Filtrat 
wurde von Resten der Nutria-Cholsiure durch Ausithern befreit 
und dann im Vakuum eingedunstet, zuletzt unter Zusatz von 
Alkohol. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol iibergossen, 
HCl-Gas eingeleitet, von den ungelésten Salzen abfiltriert und das 
Verfahren wiederholt. Die alkoholische Liésung lief im Eisschrank 
Nadeln ausfallen, die sich nach ihrem Schmelzpunkt von 144° und 
ihrem Stickstoffgehalt von 10,29°/, (ber. 10,04) als das Athylester— 
Chlorhydrat des Glykokolls erwiesen. 
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Die abfiltrierte Cholsiure war amorph. Durch vorsichtiges 
Abdunsten einer Lésung in Aceton gelang es nur einen kleinen 
Teil krystallisiert zu erhalten; die Hauptmenge blieb amorph. Die 
aus Aceton erhaltene krystallisierte Siure zeigte nach vorherigem 
Sintern den Schmelzp. 198° Zur Analyse wurde bei 80° im 
Vakuum getrocknet. 

4,606, 4,906 mg krystallisierte Siure gaben 11,880, 12,680 mg CO,, 
4,100, 4,350 mg H,0O. 

C,,H,.0; (408,3) Ber. C 70,54 H 9,87 

Gef. ,, 70,33, 70,47 4, 9,96, 9,92. 

Die Saure ist leicht léslich in Alkohol, Methanol, Ather und 
Aceton, durch Wasserzusatz fallt sie amorph aus. Beim Kindunsten 
der Ather- oder Acetonliésung auf dem Wasserbad bildet die Siure 
einen honigfarbenen, nach dem Erkalten spréden Lack. Wie aus 
spiteren Versuchen hervorging, liegt hier allerdings schon eine 
teilweise anhydrisierte Saure vor. Die urspriingliche Siure gibt 
die Pettenkofer-Reaktion der Gallensiuren, aber weder die 
Jodreaktion nach Mylius noch die Salzsiurereaktion nach 
Hammarsten. Durch Trocknung bei 100° im Vakuum wurde 
fast genau 1/, Mol Wasser abgespalten, was auBerlich durch eine 
leichte Verfiirbung nach Braun hin zu erkennen war. 

0,1080 g dieser Siure gaben 0,2864 g CO,, 0,0936 g H,0. 
C,,H,,.0;—'/,H,O Ber. C 72,12 H 9,84 Gef. C 72,32 C 9,70. 

Die so behandelte Gallensiiure erwies sich gegeniiber Per- 
manganat als ungesittigt. Bei weiterem Erhitzen auf 134° zeigte 
sich, dab etwa 11/, Mol Wasser ausgetreten war. Die Siure bildete 
aiae einen hellbraunen Lack mit zahlreichen Blasenspuren. 


0,0840 g Siure gaben 0,2314 g CO,, 0,0697 g H,O. 


C,,H,,0;—11/,H,O Ber. C 75,53 H9,78 Gef. C 75,13 H 9,28. 
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Uber die quantitative Bestimmung des Harnindicans 
mit Hilfe des Pulfrich-Photometers..) 


Von 


Michael Karl Zacherl. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1933.) 


Der Zusammenhang zwischen der Physio-Pathologie der Ver- 
dauung und dem Indicanspiegel in Blut und Harn hatte bereits 
mehrfache Versuche zur quantitativen Erfassung der Indoxyl- 
schwefelsiure zur Folge. Die meisten dieser Versuche waren auf 
der Tatsache begriindet, daB dieser Ester leicht spaltbar und 
das entstehende Indoxyl durch Oxydation leicht in Indigo iiber- 
zufiihren ist. 


Zuerst versuchte E. Wang?) den entstehenden Indigo manganometrisch 
zu titrieren; diese Methode muBte jedoch in immer gréBerem Ma8e der 
Colorimetrie weichen, die ja gerade fiir den klinischen Betrieb als Methode 
der Wahl anzusprechen ist. Dabei zeigte sich sehr bald eine scheinbare 
Unvollkommenheit der zugrunde gelegten Reaktion. Die durch Oxydation 
des Indoxyls durch Eisenchlorid entstehende Fiarbung war durchaus un- 
einheitlich, es entstanden nebeneinander verschiedene Isomere des Indigos. 
Es ist dies wohl vor allem durch die schon von Stanford’) angegebene 
Unbestindigkeit der indigobildenden Substanzen im Harn zu erkliren. Dieser 
hatte daher die Forderung aufgestellt, bei den Versuchen jeweils méglichst 
frischen Harn zu verwenden, weil es sonst unméglich ist, einheitlich 
gefiirbte Extrakte zu erhalten. Es lag also nahe, durch andere Reaktionen 
die einheitliche Umsetzung des Indoxyls zu versuchen. Zu diesem Zweck 
wurde von Bouma’) die Umsetzung mit Isatin vorgeschlagen. A.vy.Bayer’) 





1) Ich befinde mich mit dieser Art der Bezeichnung des auch ,,Stufen- 
photometer“ genannten Apparates in Ubereinstimmung mit der Erzeuger- 
firma, den Carl-Zeiss-Werken, und auch mit Herrn Priv.-Doz. Dr. Lud- 
wig Heilmeyer, Jena, der in seiner Monographie ,,Medizinische Spektro- 
photographie“ schreibt: ,,1929 — nach dem Tode des Schépfers — wurde 
dem Instrument ihm zu Ehren der Name Pulfrich-Photometer gegeben“. 
Dies sei im Interesse der Einheitlichkeit betont. 

*) Diese Z. 27, 135 (1899). 8) Diese Z. 87, 188 (1913). 

*) Diese Z. 32, 83 (1901). 5) Ber. chem. Ges. 14, 1745 (1881). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX. 8 

















Michael Karl Zacherl, 


114 


hatte nimlich durch Kupplung von Indoxyl und Isatin das Indigoisomere 
Indipurpurin kinstlich dargestellt. Da nun Bouma angab, daB diese 
Reaktion véllig eindeutig und nur in der angegebenen Richtung verlaufe, 
wurde seine Methode von Authenrieth und Kénigsberger') zur colori- 
metrischen Indicanbestimmung verwendet. Die Brauchbarkeit dieses Ver- 
fahrens blieb jedoch nicht lange unbestritten. Insbesondere wandte sich 
A. Jolles*) dagegen, ohne jedoch einen Grund fiir deren Versagen angeben 
zu kénnen. Jolles selbst hat in der Umsetzung mit Thymol bei Gegen- 
wart von Eisenchlorid und konz. Salzsiiure eine neue Methode angegeben. 
Das dabei entstehende 4-Cymol-2-Indolindolignon sollte die quantita- 
tive Erfassung auf colorimetrischem Wege erméglichen. Da jedoch die 
nétige Standardlésung nur in sehr beschriinktem MaBe haltbar und iiberdies 
das Indolignon nur schwer erhiiltlich ist, fehlte es auch seither nicht an 
Versuchen, auf anderem Wege zum Ziel zu gelangen. So hat vor allem 
Broekmeyer’) wieder auf die alte Obermeyersche Methode zuriick- 
gegriffen und das entstehende Indigoblau gegen eine Lésung von Methylen- 
blau und Fuchsin gemessen. Rappaport und Engelberg‘) haben die 
Umsetzung mit Bromthymol vorgeschlagen, die zur Bildung eines violetten 
Farbstoffes fiihrt, den sie mit Testlésungen vergleichen. Fischer und 


-~Huppmann) erhalten mit Acenaphthenchinon ein rot gefirbtes Konden- 


sationsprodukt, das mit Hexahydrotoluol ausgeschiittelt und colorimetrisch 
gemessen wird. 

Nun wurde allerdings durch Heilmeyer®) der immer wieder an- 
gegebene Ubelstand der Jollesschen Methode, nimlich’ die Schwierigkeit 
mit der Standardlésung durch seine Angaben beseitigt, die die stufenphoto- 
metrische Messung des Indolignons erméglichen. Bei der Priifung dieser 
Methode im Rahmen einer klinischen Untersuchung ergab sich jedoch noch 
ein weiterer Ubelstand, der schlieBlich zu Versuchen zur Ausarbeitung einer 
neuen zuverlissigen Methode fiihrte. 

Es zeigte sich nimlich, daB eingewogene Mengen von Indican (E. Merck, 
Darmstadt)’) bei der Umsetzung mit Thymol nach der Vorschrift von Jolles 
durchaus variable Mengen von Indolignon lieferten, die zu der Einwaage 
in keinerlei konstanter Proportion standen. Die nachstehend angefiihrten 
Zahlen sollen diese Tatsache erliutern: 


Berechnet....... 0,2743 0,1935 0,1935 00,1935 0,2580 00,3729 
Gefunden....... 0,1454 0,1214 0,1563 0,1451 0,2083 0,3161 
°/, absoluter Fehler. 46,99 37,26 19,22 25,01 19,26 15,23 


AnlaiBlich der Kritik der Boumaschen Methode wurde von Jolles 
angegeben, daB damit 6fters zu hohe Werte erhalten werden. Es wurde 
nun fiirs erste versucht, diese Tatsache entweder an Hand von vergleichenden 
Untersuchungen zu begriinden oder aber die fiir die Bouma-Authenrieth- 





*) Miinch. med. Wschr. 57, 1001 (1912). *%) Diese Z. 94, 79 (1915). 

8) Klin. Wschr. 11, 1713 (1932). *) Klin. Wschr. 12, 71 (1933), 

°) Pharm. Z. 76, 810. 

*) Medizinische Spektrophotometrie, Verlag Fischer, Jena 1933, S. 253. 

’) Fiir die kostenlose Uberlassung des Priparates méchten wir der 
Firma E. Merck auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
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sche Methode nétigen Abinderungen der Versuchsanordnung zu finden, die 
deren klaglose Anwendung erméglichen sollten. Es hiitte sich damit auch 
eine immerhin ins Gewicht fallende Vereinfachung der Indicanbestimmung 
erreichen lassen. 


Die erste Vorbedingung hierzu war jedoch, da8 bei der Reaktion mit 
Isatin eine einheitliche Firbung entstehe. Um dies zu erreichen wurden 
die verschiedensten Versuchsbedingungen gewihlt. Indirubin bildet sich in 
namhafter Menge jedenfalls nur beim Erwiirmen. In der Kiilte scheiden 
sich immer gréBere oder kleinere Mengen von Indigoblau aus, besonders 
dann, wenn die Indicanlésung nicht mehr ganz frisch ist. SchlieBlich wurde 
durch Erhitzen auf dem Wasserbade ein Weg gefunden, die entstehende 
Farbe konstant zu erhalten. Beim Ausschiitteln mit Chloroform oder auch 
mit Ather zeigte sich jedoch, da8 die Indirubinbildung allem Anscheine 
nach trotz Erwirmen sehr langsam verliuft. Wohl firbt sich das Gemisch 
schon nach etwa 4—5 Minuten ziemlich intensiv rot, jedoch ist die Farb- 
stoffbildung damit nicht quantitativ zu Ende. Schiittelt man nimlich nach 
Abkiihlen mit Chloroform so lange aus, bis der Extrakt farblos bleibt, so 
kann man nach Verlauf von 2—3 Stunden abermals Farbstoffbildung beob- 
achten. Diese ist aber auch nach 24 Stunden noch nicht zu Ende, be- 
sonders dann nicht, wenn gréBere Mengen Indican vorlagen. Vor allem in 
dem zuletzt genannten Umstand scheint die Begriindung fiir die von Jolles 
aufgestellte Behauptung zu liegen, da8 nach dieser Methode schwankende 
Werte erhalten werden. Es wurde in einer groBen Reihe von Versuchen 
die Vermeidung dieses Ubelstandes angestrebt, es gelang jedoch nicht, ein 
eindeutiges Verhiltnis zwischen Farbintensitét und urspriinglicher Indican- 
einwaage festzulegen. 


Ich habe mich daher, wiewohl die bisher vorliegende Lite- 
ratur wenig Anreiz dazu bot, dennoch entschlossen, wieder auf 
die von Obermeyer angegebene Indigoblaubildung zuriickzugreifen. 
Ks ist mir auf diese Weise gelungen, einen Arbeitsgang zu finden, 
der es ohne besondere Schwierigkeiten erméglicht, das Harnindican 
mit Hilfe des Pulfrich-Photometers quantitativ zu bestimmen. Es 
sel hier vorweggenommen, daB die Verwendbarkeit dieser Reaktion 
inzwischen auch von Broekmeyer bestiitigt wurde. Allerdings 
bestehen in der Literatur auch verschiedene Kinwiinde dagegen. 
So bezeichnet es Jolles u.a. als Nachteil, dab aus je 2 Mole- 
kiilen Indoxyl jeweils nur 1 Molekiil Indigoblau gebildet wird, 
wihrend bei der Reaktion mit Thymol aus einem Molekiil Indoxyl 
auch 1 Molekil Farbstoff entsteht. Dieser Nachteil wird aber 
jedenfalls durch die bedeutend erhéhte Genauigkeit des Pulfrich- 
Photometers bei weitem wettgemacht, da ja die Lichtabsorption 
einer Indigoblaulésung bekanntermafen sehr gro ist. Der ge- 
nannte Apparat gestattet natiirlich auch eine wesentlich ein- 
fachere Ausfiihrung der Analyse als das Colorimeter, da die 
Standardlésung iiberfliissig ist. — Vor allem aber ist gegen die 
g* 
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Methode von Obermeyer mehrfach der Einwand zum Ausdruck 
gekommen, dab neben Indigoblau auch andere Isomere in wech- 
selnden Mengen entstehen, vor allem Indirubin und Indigobraun. 
Wie ich schon oben erwahnt habe, trifit dieser Kinwand sicher- 
lich dann zu, wenn der Harn nicht frisch ist (Stanford a. a. O,), 
Sonst aber entspricht die aufgenommene _,,typische Farbkurve“ 
der Chloroformextrakte vollkommen derjenigen von synthetischem 
Indigotin der Firma Kahlbaum. Es ist also héchstens méglich, 
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Fig. 1. 
Typische Farbkurven. 
I Indigotin (Kahlbaum). II Indigotin aus Harn. 


daB die genannten Isomeren in verschwindend geringen Quantitiiten 
und wenn iiberhaupt, in konstantem Verhiltnis entstehen. In der 
obenstehenden Fig, 1 ist die Parallelitit der Kurven I (Indigotin 
Kahlbaum) und II (Harnextrakt) ersichtlich. Diese Kurven ent- 
sprechen iibrigens auch dem bei 604,8 mu legenden Absorptions- 
maximum fiir Indigotin in Chloroform. Auch Heilmeyer ver- 
6ffentlicht (a. a.O.) eine ,,typische Farbkurve“ des ,,Oxydations- 
produktes von Harnindican mit Obermeyers Reagens, die im 
Prinzip ahnlich ist mit der von Indigocarmin“ und mit der hier 
angegebenen iibereinstimmt. 
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Um nun festzustellen, ob bei der Oxydation des durch Salz- 
siure in Freiheit gesetzten Indoxyls mit Eisenchlorid tatsiichlich 
quantitative Uberfiihrung in Indigoblau stattfindet, wurden zahl- 
reiche Versuche mit eingewogenen Mengen Harnindican (Merck) 
vorgenommen und das Verhiltnis dieser Einwaage zum Extinktions- 
koeffizienten des Chloroformextraktes festgelegt. Dieses Verhiltnis 
ist konstant. Der Absorptionskoeffizient (d. h. das Verhiltnis der 
Anzahl Gramm pro Kubikzentimeter zur Extinktion) fiir das aus 
Indican gebildete Indigotin wurde zu A = 2,598-10~-° bestimmt, 
Zur Kontrolle wurde eine Lisung von Indigotin (Kahlbaum) her- 
gestellt und auch deren Absorptionskoeffizient bestimmt. Ks wurde 
hierbei der Wert A = 2,609-10—° erhalten. Es ist somit der Be- 
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weis erbracht, da8 praktisch alles Indoxyl in Indigotin iiber- 
gefiihrt und dieses durch Chloroform quantitativ extrahierbar ist. 

Da, wie obenstehende Kurve zeigt, eine Lisung von Indigo- 
blau in Chloroform dem Lambert-Beerschen Gesetz gehorcht, 
wenigstens innerhalb der hier in Betracht kommenden Konzentra- 
tionen, ist das Anlegen einer eigenen Kichkurve iiberfliissig. Die 
jeweilige Konzentration laBt sich jedenfalls aus der durch die Ab- 
lesung ermittelten Extinktion durch Multiplikation mit dem Ab- 
sorptionskoeffizienten unter Beriicksichtigung der vorgenommenen 
Verdiinnung ermitteln. 

Um die Arbeitsweise in allen Punkten festzulegen, war es 
auch nétig, die Eisenchloridkonzentration der konzentrierten Salz- 
siure richtig zu wihlen. Bei der verhiiltnismibig geringen Be- 
stindigkeit des Indigotins ist dies ein wichtiger Faktor fiir die 
Krzielung quantitativer Ergebnisse. Eine zu hohe Konzentration 
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dieses Oxydationsmittels kénnte leicht wieder zu einer Zersetzung 
des gebildeten Farbstoffes fiihren, insbesondere bei der durch die 
Verdiinnung der Salzsiure auftretenden Erwirmung des Gemisches. 
Andererseits besteht die Gefahr, dab durch Zusatz von zu geringen 
Mengen 3-wertigen Kisens die Oxydation des Indoxyls nicht voll- 
stiindig vonstatten geht. An Hand der ausgefiihrten Versuchs- 
reihe wurde eine konzentrierte Salzsiure, die in 100 ccm 20 mg 
FeCl, gelést enthalt, als geeignetes Reagens befunden. 

Broekmeyer gibt in seiner Arbeitsvorschrift an, man méige 
den Chloroformextrakt vor der Colorimetrie mehrmals mit Wasser 
waschen, da durch die Entfernung der in geringen Spuren bei- 
gemengten Salzsiure der Extrakt eine im auffallenden Licht mehr 
rétliche Farbe annimmt. Durch Vergleich der ,,typischen Farb- 
kurven“ konnte ich bei wirklich klaren Extrakten eine solche 
Farbverinderung nicht wahrnehmen. Richtig ist allerdings, daf 
auch geringfiigige Triibungen der Chloroformlésungen durch bei- 
gemengtes Wasser diese im auffallenden Licht etwas bliulicher 
erscheinen lassen. Durch Filtrieren durch ein trocknes Filter 
1aBt sich jedoch auch ohne vorhergehendes Waschen mit Wasser 
leicht die nétige Klarheit der Extrakte erreichen. — Die Halt- 
barkeit der Indigotinlésung reicht jedenfalls véllig hin; selbst nach 
48 Stunden konnte ich keine ins Gewicht fallende Anderung der 
Lichtdurchlissigkeit wahrnehmen. 

Um noch eine weitere Kontrolle fiir die Brauchbarkeit der 
ausgearbeiteten Methode zu haben, wurde der Indicangehalt eines 
Harnes zu 85,1 mg/Liter bestimmt und sodann einer neuen Probe 
(5 ccm) des Bleiessigfiltrates desselben Harnes eine bekannte Menge 
(0.2259 mg) Indican zugefiigt. Bei der nun folgenden Analyse 
wurden 134,8 mg Indican im Liter gefunden, ein Resultat, das 
von dem gewtinschten um 1°/, abweicht, also sicherlich inner- 
halb der erlaubten Fehlergrenze liegt. 

Die Einfachheit der nétigen Hilfsmittel, sowie der geringe 
Zeitaufwand der beschriebenen Methode (etwa '/, Stunde) liBt sie 
auch fiir klinische Reihenuntersuchungen geeignet erscheinen. Eine 
Arbeitsweise, auch den Indicanspiegel im Blut quantitativ zu er- 
fassen, soll demnichst mitgeteilt werden. 


Reagentien: 
1. Konzentrierte Salzsiure (d= 1,19), die in 100 cem 20 mg FeCl, ge- 
lést enthalt; 
2. Reines Chloroform; 
3. Bleiessig (600 g Bleiacetat, 200 g Bleioxyd auf 1000 ccm). 
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Ausfihrung der Bestimmung. 

20 ccm moglichst frischer Harn werden mit 2 ccm Bleiessig gefiillt 
und filtriert. Von diesem Filtrat werden 10 cem zur Analyse verwendet. 
Bei stark erhéhtem Indicangehalt, von dem man sich durch einen quali- 
tativen Vorversuch iiberzeugen kann, ist es gut, nur 5 cem Filtrat zu verwenden 
und diese mit derselben Menge destillierten Wassers zu verdiinnen. Die zu 
untersuchende Lésung wird genauestens direkt in einen Schiitteltrichter 
pipettiert. Dazu gibt man 10 cem Eisenchlorid—Salzsiiure und etwa 5 cem 
Chloroform und schiittelt sogleich griindlich durch. In kurzer Zeit ver- 
fiirbt sich die Mischung und man schiittelt nun so lange, bis die Blaufiirbung 
des Chloroforms nicht mehr merklich zunimmt (etwa 5 Minuten). Gegebenen- 
falls bedient man sich einer Schiittelmaschine. Trotz der durch die Ver- 
diinnung der Salzsiiure auftretenden Erwiirmung soll man nicht kiihlen. 
Diese erleichtert wesentlich die Lésung des Indigotins in Chloroform, ohne 
jedoch zu einer Weiteroxydation des Farbstoffes AnlaB zu geben. Voraus- 
setzung dafiir ist allerdings, daB die vorgeschriebene Eisenchloridkonzen- 
tration nicht iiberschritten werde. Die quantitative Erfassung des Indigotins 
wiirde auch verhindert, wenn man die Reaktion sich selbst iiberli8t und die 
Ausschiittelung erst spiter, wenn auch unter Erwiirmen vornimmt. Es ist ja 
durchaus erklirlich, da8 das Indigotin sozusagen ,,in statu nascendi“ leichter 
vom Chloroform aufgenommen wird, als wenn es sich schon in gréberer 
Form ausgeschieden hat. Zu starkes Erhitzen, etwa lingere Zeit im Wasser- 
bad, fiihrt jedoch auch bei der geringen Eisenchloridkonzentration zu weiter- 
gehender Oxydation, also zu Farbstoffverlust. 

Das Ausschiitteln mit jeweils etwa 5 cem Chloroform wird nun so lange 
fortgesetzt, bis das Lésungsmittel ganz farblos bleibt. DaB dies wirklich 
der Fall ist, priift man am leichtesten, indem man die letzte Chloroform- 
portion in ein Reagenzglas flieBen 1iBt und so das Lésungsmittel bei gréBter 
Schichtdicke (in Aufsicht) gegen einen weiBen Hintergrund betrachtet. Beson- 
ders bei hohem Indicangehalt bedarf es oft bis zu 10 und mehr Aus- 
schiittelungen, bis dieser Zustand erreicht ist — eine Folge der Schwer- 
léslichkeit des Indigotins. In einem solchen Fall ist es auch, wie schon 
vorher erwihnt, geraten, das Harnfiltrat mit Wasser zu verdiinnen und da- 
mit die Ausscheidung von Bleichlorid zu vermeiden, welches den Farbstoff 
sehr hartnickig festhéilt und nur nach oftmaligem Ausschiitteln an das 
Chloroform abgibt. 

Bei normalem Indicangehalt wird man in der Regel mit 20—25 cem 
Chloroform das Auslangen finden. Man filtriert den Extrakt, um ihn von 
mitgerissenem Wasser zu befreien, direkt in ein MeBkélbchen, dessen GréBe 
sich natiirlich nach der verbrauchten Menge Lésungsmittel zu richten hat. 
Unbedingt ist auf véllige Klarheit des Extraktes zu achten. Auch gering- 
fiigige Triibungen absorbieren viel Licht und verursachen betriichtliche 
Fehler. Nach Auffiillen bis zur Marke kann sogleich zur Messung im 
Pulfrich-Photometer geschritten werden. Die Schichtdicke wihle man so, 
daB D nicht gré8er als 80°/, und nicht kleiner als 20°/, ist. AuBerhalb 
dieses Bereiches ist die Méglichkeit einer Fehlablesung wesentlich ver- 
groéBert. Als Filter wurde entsprechend der ,,typischen Farbkurve“ § 57 als 
am geeignetsten befunden. 

Die nachstehende Tabelle gibt in der Rubrik e¢ fiir die Ablesung D 
in °/, am Apparat gleich die zur Analyse gelangte Menge Indican (als ind- 
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122 Zacherl, Uber die quantitative Bestimmung des Harnindicans usw. 


oxylschwefelsaures Kalium) an, sofern die Schichtdicke s=1 und das Volumen 
des Extraktes 25 cem betriigt. Auf Grund dieser Tabelle erfolgt die Berech- 
nung nach folgender Gleichung: 
e-1,11+1000 
di: Satelit 

a 


I=Indicangehalt in mg/L als indoxylschwefelsaures Kalium. 
e=Der Ablesung D entsprechender Wert aus der Tabelle. 
a=Anzahl cem des zur Analyse verwendeten Harnfiltrats. 
Andernfalls, d. h. sofern andere Schichtdicken und andere Mengen 
Chloroform verwendet wurden, errechnet sich J nach folgender Gleichung: 


e-A-y-1,11-10°-502 ev _. 
I= 7-262 aillalie + 55,26. 
e6=Extinktion fiir 1 em Schichtdicke. 
A=Absorptionskoeffizient fiir Indigotin in Chloroform = 2,609 x 10~°. 
v=cem Chloroformextrakt. 
Zur Ermittlung von « aus D kann hier nur folgende Beziehung an- 


gegeben werden: 





ee ss 
= : . 
beispielsweise: Ablesung D=20°/, (D=0,20), s=3 em; log 0,20=0,301—1 
= — 0,699; 


Im iibrigen muB auf die einschligige Literatur’) verwiesen werden, wo 
aus T'abellen gleich der der Ablesung D in °/, entsprechende Wert von é zu 


entnehmen ist. 





1) ©. Urbach, Stufenphotometrische Absorptionsbestimmungen in der 
Medizinischen Chemie, Verlag E. H. Haim & Co., Wien-Leipzig, 1932. 

Druckschrift Mess 430 d/II der Carl-Zeiss-Werke, Jena. 

L. Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, Verlag G. Fischer, 


Jena, 1933. 
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Beitrage zur Fluorescenz der Porphyrine. 


II. Mitteilung.?) 
Von 
Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger. 


Mit 3 Figuren im Text und auf Taf. I. 


(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen 
und dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1933.) 


In unserer ersten Mitteilung iiber die Fluorescenz der Por- 
phyrine berichteten wir tiber die p,-Abhingigkeit der Fluorescenz 
der Koproporphyrine und der Uroporphyrine; wir beschrinkten 
uns zunichst auf diese beiden Gruppen, weil zu ihnen die 
in physiologischer Hinsicht am meisten interessierenden Por- 
phyrine gehéren, Koproporphyrin I und LI, sowie das Uro- 
porphyrin I. 

Eingehend besprachen wir die einzelnen Versuchsfaktoren, 
soweit sie beeinflussend auf die Porphyrinfluorescenz sich aus- 
wirken. 


Die Konzentration des Farbstoffes kann, wie gezeigt wurde, nicht be- 
liebig hoch gesteigert werden; wiihrend zuniichst mit steigender Farbstoff- 
konzentration die Fluorescenzintensitit zunimmt, sinkt von einem bestimmten 
Porphyringehalt an der Wert der Fluorescenzintensitit betrichtlich, weil 
die tiefrote Lésung schlieBlich selbst als Lichtfilter wirkt. Einen wesent- 
lichen EinfluB itiben, wie wir an Hand einiger Versuche mit Neutralsalzionen 
beschrieben haben, die Ionenart und die Konzentration der Pufferionen 
aus. Die Festlegung auf den Citronensiiure-Phosphatpufter Mac Ilvaines 
entsprang unserem Arbeitsziel, vergleichbare Messungen an méglichst vielen 
Porphyrinen zu erhalten, selbst wenn diese Faktoren nicht das Versuchs- 
optimum fiir jeden einzelnen Farbstoff bedeuteten. Eine groBe Rolle spielt 
die Léslichkeit der Porphyrine, die in der Mehrzahl in einem groBen Teil 
des py-Bereiches in mehr oder weniger langer Zeit in den kolloiden Zustand 
iibergehen, schlieBlich giinzlich ausflocken. 





1) I. Mitteilung, Diese Z. 218, 181 (1933). 
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124 Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger, 


Hervorgehoben mu8 nochmals werdeu die sehr geringe Menge 
Farbstoff, die zur Aufstellung einer p,,-Fluorescenzkurve bendtigt 
wird; mit 15—2 mg ist eine Messung einwandfrei auszufihren, 
Auferdem kann der Farbstoff nachtraglich annihernd quantitatiy 
zuriickgewonnen werden. Da weiterhin die Form der p,,-Fluo- 
rescenzkurve fiir jedes Porphyrin spezifisch ist — wir haben bei 
allen unseren Messungen bisher keine zwei sich deckenden Kurven 
angetrofien — und die Darstellung der p,-Abhangigkeit der 
Fluorescenz in Form der p,,-Fluorescenzkurve leicht reproduzierbar 
ist, wenn bestimmte Kautelen eingehalten werden, so haben wir 
in den p,-Fluorescenzkurven eine wertvolle Mikromethode zur 
Identifizierung von Porphyrinen vor uns, das um so mehr, als die 
Adsorptionsspektren, Fluorescenzspektren, Salzsiurezahlen und 
andere Kriterien bei isomeren Porphyrinen auBerordentlich dbn- 
lich sein kénnen, sich teilweise véllig gleichen, wie z. B. bei den 
isomeren Koproporphyrinen. 

Unter denselben Bedingungen, die wir der Untersuchung der 
Kopro- und Uroporphyrine zugrunde gelegt haben, wurde auch 
die p,,-Abhangigkeit der Fluorescenz der im folgenden angefiihrten 
Atioporphyrine, der Monocarbonsiiuren und Dicarbonsiuren und 
schheBlich des Hiimatoporphyrins studiert. 


Die Atioporphyrine. 

Es existieren vier isomere Atioporphyrine, die simtliche 
von H. Fischer und Mitarbeitern synthetisch dargestellt worden 
sind. Atioporphyrin I und Atioporphyrin IV standen uns zur 
Verfiigung; es konnte jedoch nur am Atioporphyrin I die Mes- 
sung durchgefiihrt werden; das andere Isomere war so schwer 
léslich, da8 innerhalb weniger Minuten die Fluorescenz ausge- 
léscht war. 

Die Fluorescenzkurve des Atioporphyrin I besitzt, wie zu 
erwarten, nur einen ,,sauren“ Ast, da keine Carboxylgruppe vor- 
handen ist. Von p,, 2,61 an hort die Fluorescenz auf. Das 
gleiche konnte in qualitativen Versuchen auch an Atioporphyrin IV 
festgestellt werden. 


Das Atioporphyrin I wurde in 5 cem sirupéser Phosphorsiure gelist 
und diese Lésung mit Wasser auf '/,,... Molaritét aufgefiillt. 

Die Atioporphyrine kénnen zuriickgewonnen werden, indem man die 
Farbstofflésungen durch Zusatz geeigneter Reagentien auf p;; 2—3 bringt. 
Nach einigen Tagen Stehen kann das Porphyrin abfiltriert werden. 
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Beitriige zur Fluorescenz der Porphyrine. 


Hi, C——(,H, ’) 
H,Cy- in 
mr C,H, 

H,C,! ‘CH, 











Atioporphyrin I 

















| 10 x log der rela- 10 x log der rela- 
PH tiven Lichtintensitit Pu tiven Lichtintensitit 
1,56 | 14,502 2,28 | 0,253 
1,63 | 14,133 2,44 | 0,043 
1,75 12,330 2.61 | 0,000 
1,85 | 4,082 2,91 | 0,000 
2,01 2,227 451 | 0,000 
2,14 0,681 7,79 0,000 





Die Monocarbonsauren. 


Von den 4 Atioporphyrinen leiten sich acht isomere Mono- 
carbonsiuren ab, die simtliche von H. Fischer und Mitarbeitern 
synthetisch dargestellt sind. Da uns alle acht zur Verfiigung 
standen, konnten die Fluorescenzkurven der ganzen Isomeren- 
reihe aufgestellt werden. 


Die Fluorescenz in der Gegend des isoelektrischen Punktes 
ist bei den Monocarbonsiuren fast véllig ausgeléscht. Die Fub- 
punkte der Kurven liegen zwischen 0 und 1,2. Die Zone um 


') Zur Erklirung dieses Formelschemas sei hier die ungekiirzte Struktur- 
formel eines Porphyrins des Isouroporphyrins I wiedergegeben. 





HOOC._ H 
HO-H,CL CN 
HOOC~ aa as vom OF, 
aie | Nadie __-COOH 
; \ oH, — CH 
HC CH cooH 
HOOC. \ / 
HC—H,C.__ CH 
_ /— CH. 
HOOC~ \W HN 
H,c_—L ae _- COOH 
; <a" “on,—dn 
Hf “. COOH 


Isouroporphyrin 1; —4CO, = Koproporphyrin I; —8CO, = Atioporphyrin I. 
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126 Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger, 


den I.P. ist stark verbreitert. Wiahrend der alkalische Ast der 
Fluorescenzkurven durchwegs nur sehr wenig und bei jeder der 
isomeren verschieden hoch ansteigt, ist der saure Ast bei allen 
acht Monocarbonséuren sehr steil und fast gleich. Die Mono- 
carbonsiuren sind in sauren Lésungsmitteln — bis ungefiihr 
x 2 — leicht mit rosa Farbe léslich; von p, 2 ab nimmt die 
Léslichkeit gegen den J.P. ab und auch im alkalischen flockt der 
Farbstoff schnell aus. 


Nach der Messung kiénnen die Monocarbonsiuren mit Eisessig-Ather 
zuriickgewonnen werden. 

Die Standardlésungen der Farbstoffe waren 1/1994) molar. Je 10 Tropfen 
dieser Lésung kamen auf 30 cem Pufferlésung. 





























H,C——S H,C; 8’) 

H,C, ~CH, ee | C,H, 
| -'C,H, H,0, ‘on, 
H.C, ‘CH, H,C,! ‘CH, 
Monocarbonsiure I Monocarbonsiure IL 

| 10 x log der rela- | 10 x log der rela- 
PH tiven Lichtintensitit Pu 'tiven Lichtintensitiit 
1,71 17,299 1,85 14,471 
1,85 16,937 1,98 14,424 
2,06 15,966 2,22 13,710 
2,22 12,198 2,57 10,791 
2,47 8,432 2,75 7,263 
2,67 5,751 2.95 3,763 
2,88 3,598 3,12 1,818 
3,04 1,931 3,30 0,681 
3,20 | 0,681 3,50 0,170 
3,34 | 0,128 3,64 0,043 
3,52 0,000 3,85 0,000 
3,69 | 0,000 4,05 0,000 
8,90 | 0,000 4,25 0,000 
4,09 0,000 4,47 0,000 
4,28 | 0,000 4,64 0,000 
4,88 | 0,086 5,20 0,000 
5,55 | 0,406 5,84 0,043 
6,23 | 3,159 6,36 0,170 
6,81 | 6,344 7,04 0,453 
7,22 | 6,757 7,50 0,718 
7,98 | 6,928 7,99 1,172 








1) In diesen und allen folgenden schematischen Formeln bedeutet 
S = —CH,-CH,:COOH (Propionsiiurerest). 








| 











H,C———C,H, 
H, C- ” CH, 
si. JC,H, 

H,C, CH, 
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H, C, —(0,H, 
H, C- - 
| 
H,C,- Ig 
H.C, CH, 











Monocarbonsiure III 


Monoecarbonsiure IV 





10 x log der rela- 





























Pu tiven Lichtintensitit 
1,72 | 17,679 
2,08 | 17,218 
2,16 | 15,403 
2,40 | 12,878 
2,51 | 9,614 
2,71 | 7,874 
2,84 3,996 
2,99 3,444 
3,09 1,136 
3,28 0,869 
8,45 0,170 
3,61 | 0,043 
3,80 | 0,000 
4,20 0,000 
4,37 0,043 
4,61 0,086 
5,59 0,293 
6,20 0,526 
6,85 2,552 
7,32 3,598 
7,89 3,873 

H,C C,H, 
H,C "7 C 8 
H,C," C,H, 
§_'CH, 











| 10x log der rela- 
Pu tiven Lichtintensitiit 
1,97 | 15,314 
2,23 | 11,731 
2,50 | 7,881 
2,71 | 4,683 
2,91 | 2,405 
3,08 1,038 
3,27 | 0,530 
3,44 | 0,211 
3,63 | 0,086 
3,86 0,043 
4,05 0,000 
4,23 0,000 
4,43 | 0,000 
4,63 | 0,000 
9,23 | 0,000 
3,84 | 0,086 
6,43 | 0,633 
7,52 1,082 
1,99 | 1,643 

H,C———-S 

Hi, 7 —CH, 
H,C,+ on 

H,C;! ‘CH, 











Monocarbonsiure V 


Monocarbonsiure VI 





| 10 x log der rela- 


10x log der rela- 











Pu jtiven Lichtintensitit Pur itiven Lichtintensitit 

1,86 | 16,394 1,98 16,026 
2,08 15,979 2,08 16,026 
2,32 | 13,304 2,33 13,038 
2.61 | 9,836 2,56 7,539 
2,78 | 6,170 2,76 4,265 
2,96 | 4,031 2,97 2,716 

| 1,818 1,166 
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Monocarbonsiure V 





Monocarbonsiure VI 





10 x log der rela- 


10 x log der rela- 








PH tiven Lichtintensitit Pu tiven Lichtintensitiit 
3,37 0,718 3,34 0,413 
8,54 0,211 3,54 0,000 
3.77 0,043 8,75 0,000 
3,94 0,000 3,93 0,000 
4,14 0,000 4,13 0,000 
4,40 0,043 4,33 0,000 
4,57 0,128 4.54 0,000 
5,16 0,453 4,64 0,000 
6,05 1,522 5,26 0,086 
6,40 4,440 5,94 0.599 
7,11 7,450 6,50 | 2,739 
7.86 9,684 7,27 4,542 
8,09 10,004 8,13 : 6,374 

H,C, C,H, H,C, 
H,C, “C,H, oe CH, 
H,C- CH, H,C- CH, 
3C. IS H,C 
































Monocarbonsiure VII 





Monocarbonsiure VIII 





| 
| 


ood ® 
H CO GO 


So oo 
we 


bond 
CO m1 ene 


+ 


CODD WD Ola © «+1 


7 


mt Or et 6 eT OOD 


> TYR A We 9 99 9.99 99 
> wm He Ot 


| 10 x log der rela- 


| 10 x log der rela- 

















ttiven Lichtintensitit PH 'tiven Lichtintensitit 
| 
| 16,761 1,82 | 14,886 
16,063 2.04 | 14,721 
14,166 2,31 ! 13,977 
10,449 2,59 13,006 
7,067 2.78 | 9,339 
4,031 2.99 | 6,674 
1,986 3.16 4,082 
0,718 3,37 2,095 
0,128 3,57 | 1,003 
0,043 3.76 | 0,374 
0,000 3.90 0,043 
0,000 4.11 0,000 
0,000 4,31 0,000 
0,000 4,52 0,000 
0,000 5.07 0,000 
0,128 5,76 0,170 
1,271 6,30 | 1,038 
| 2.810 6.92 3,263 
| 4,361 7,46 4,996 
5,065 7.60 5.465 
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Die Dicarbonsdéuren (Mesoporphyrine). 

Von den 15 isomeren Dicarbonsiuren, die simtlich bis auf die 
Isomeren VII und X synthetisch dargestellt sind, konnten nur 10 
zur Messung gebracht werden. Die Isomeren VI, VII, X, XIU 
und XIV waren nicht zu erhalten. 

Die Dicarbonsiuren sind bedeutend leichter léslich als die 
Monocarbonsiuren. Eine einzige Ausnahme — unter den von 
uns untersuchten — bildet die Dicarbonsiiure III. Die Fluorescenz 
im I,P. ist zwar schwach, doch deutlich erkennbar. Die FuSpunkte 
der Kurven legen zwischen 1,6 und 2,1. Die Zone um den LP. ist 
stark geschrumpft. Der alkalische Ast der Kurven ist wesentlich héher 
geworden als bei den Monocarbonsiuren. Die Fluorescenzkurven 
der isomeren Dicarbonsiuren sind untereinander ziemlich gleich. 

Die Dicarbonsiuren kénnen nach der Messung mit Eisessig— 
Ather zuriickgewonnen werden. 

Wir kommen dem Wunsche der Schriftleitung nach und ver- 
zichten aus Griinden der Raumersparnis auf die Wiedergabe des 
umfangreichen Tabellenmaterials zu den Mesoporphyrinen. Ks sei 
auf die Inaug.-Dissertation von Herrn Wolfgang Hoerburger, 
Universitit Erlangen, 1933 verwiesen. 


Besprechung der Kurven. 


Aus Griinden der Platzersparnis kénnen wir nicht fiir jedes 
Porphyrin die ihm zukommende p,,-Fluorescenzkurve bringen; 
indererseits kénnen auch die Kurven der einzelnen Isomeren- 
relhen nicht immer in einem Kurvenbild gezeichnet werden, wie 
dies der Fall war bei den Koproporphyrinen und den Uroporphy- 
rinen, da die Unterschiede teilweise klein sind, so daB die Uber- 
sichtlichkeit leidet. Wir begniigen uns deshalb mit einer schema- 
tischen Zeichnung, in der jede Kurve durch die typischen Merkmale 
gekennzeichnet ist, die der entsprechenden Isomerenreihe zukommt 
ivgl. Fig. 1 und 2). 

Alle Kurven, auBer denen der Atioporphyrine, haben, ent- 
sprechend dem Ampholytcharakter der Porphyrine einen sauren 
und einen alkalischen Ast, die beide mehr oder minder steil und 
hoch ansteigen kénnen, um sich dann zur Abszisse zu wenden.”) 


') An verschiedenen Porphyrinen wurde die Messung iiber py 8 hinaus 
Weitergefiihrt in einem, aus sekundirem Natriumphosphat und Natronlauge 
bestehenden Puffer (Ringers Puffergemisch). Dabei zeigte sich immer 
wieder, daB schon in der Gegend von py 8 der Hiéchstwert der Lichtemission 
erreicht ist, was zur Annahme berechtigt, da’ unter diesen Verhiltnissen 
der Endwert der Dissoziation erreicht ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift ft. physiol. Chemie, COXX. v 
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Besonders der alkalische Ast ist von Porphyrin zu Por. 
phyrin sehr variationsfihig. Das Fluorescenzminimum in 
isoelektrischen Punkt liegt bei den einzelnen Porphyrinen bei ver- 
schiedenem p,, und ist durch einen mehr oder weniger scharfen 


Atioporphyrin Monocarbonsiure Dicarbonsdure 
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Fig. 2. 


Wendepunkt ausgezeichnet. Die Kurven sind somit im groben 
und ganzen als Dissoziationskurven von Ampholyten gekenn- 
zeichnet. Die Abweichungen von dieser Form sind darauf zuriick- 
zufiihren, daB die in den Pufferlésungen weniger leicht liéslichen 
Porphyrine besonders im isoelektrischen Gebiet nicht in rein 
molekulardisperser sondern mehr oder minder in kolloiddisperser 
Form vorliegen. 


Nur bei Hiimatoporphyrin oder Isouroporphyrin I und II, den Por- 
phyrinen, die so hervorragende Lislichkeit besitzen, lieBen sich speziell 
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fiir den alkalischen Ast unter Umstiinden ihnliche Beziehungen zwischen 
Fluorescenzgrad (Fl), Dissoziationskonstante (K) und Wasserstoffionen- 
konzentration [H'}] aufstellen wie sie bei Indicatoren bestehen, niimlich: 


-1- Fl 
(H] =K—=—, 


so daB von einem Punkt mit bestimmtem Fluorescenzgrad bei einmal be- 
stimmter Dissoziationskonstante riickschlieBend die Wasserstoffionenkonzen- 
tration erfabt werden kénnte. 

Die Fluorescenzminima (isoelektrischen Punkte bzw. iso- 
elektrischen Zonen) der Porphyrine liegen ziemlich beisammen in 
dem verhiltnismiBig kleinen p,,-Bereich von 3—5. Dabei liBt 
sich, was die Lage des isoelektrischen Punktes und auch die 
Zahl der Carboxylgruppen anbelangt, eine sinngemiibe Ordnung 
nicht erkennen. Es liegen z. B. die isoelektrischen Punkte der 
4 Koproporphyrine zwischen denen des Uroporphyrins I und Iso- 
uroporphyrins IJ, letztere um etwa 1,5 p,,-Kinheiten auseinander. 

Ebensowenig lassen sich Beziehungen zur Willstitterschen Salz- 
siiurezahl herstellen. Die Salzsiurezahl ist nicht ein Ausdruck der Basi- 
zitiit allein, sie dindert sich wesentlich auch mit dem Auftreten verschiedener 
Seitenketten, die an und fiir sich keinen primiiren EinfluB auf den elektro- 
chemischen Charakter des Systems zu besitzen brauchen. Die Verhiiltnisse 


sind aus der folgenden Tabelle fiir die Koproporphyrine und Uroporphyrine 
zu entnehmen. 











I — ggg HCl-Zahl 
el Pr 

Koproporphyrin I... . . Ktwa 3,8 0,08 

e eo We 5, 4,2—4,75 0,09 

ai eee ee a 0,09 

” , eee ‘or 0,09 
Uroporphyrin I ...... » 2 — 
lsouroporphyrin I... . . 9» 4,2 — 

9 II » 4,60 








Betrachten wir den Stammbaum der Porphyrine von den 
Atioporphyrinen an zu den Monocarbonsiuren, von diesen zu den 
Dicarbonsiiuren und weiter zu den Tetra- und Octacarbonsiuren, 
so tritt, wenn wir die Isomerieverhiltnisse zuniichst beiseitelassen, 
in der Formel eine Zunahme der sauren Gruppen von 0—8 ein. 
Diese Steigerung kommt in den p,-Fluorescenzkurven in der von 
Reihe zu Reihe immer markanteren Ausbildung des alkalischen 
Astes zum Ausdruck (vgl. die Kurven auf 8. 130). 

Soviel wire, ohne auf die Isomerieverhiltnisse einzugehen, 
iiber den EinfluB der sauren Gruppen auf die Kurvenform zu 
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sagen. Auch andere Substituenten besitzen wesentlichen Kinflug 
auf die p,,-Abhiingigkeit der Fluorescenz, so bedeutet beispiels- 
weise der Ersatz von zwei H-Atomen durch (OH) beim Vergleich 
von Mesoporphyrin und Hamatoporphyrin eine tiefgreifende Um- 
gestaltung der Fluorescenzkurve. 

In diesem Zusammenhang muB erwiihnt werden, daB es uns 
bisher leider noch nicht gelungen ist, die p,-Fluorescenzkurve 
des Protoporphyrins aufzustellen. Diesem Porphyrin konnten wir 
wegen seiner auBerordentlichen Schwerléslichkeit in wiiBrigen 
Pufferlésungen bisher noch nicht beikommen. 

Durch die ganze Reihe der Porphyrine bleibt der saure Ast 
der Kurven annihernd gleich, auSer wenn sekundire Beeinflussungen 
vorliegen wie bei Koproporphyrin Il oder Isouroporphyrin I]. 
Das war nicht anders zu erwarten, da ja an den basischen Gruppen 
keine Veriinderung eintritt. Erst in dem Augenblick, in dem diese 
Gruppen ausgeschaltet werden, wie dies der Fall ist bei den 
Himinen, Kisenkomplexsalzen oder den Kupferkomplexsalzen, 
felt die Fluorescenz. Die Verhiiltnisse liegen hier allerdings niclit 
so einfach. Hiamin und Kupfersalz fluorescieren auch nicht in 
alkalischen Lésungsmitteln. Durch den Einbau des Schwermetalls 
in das Molekiil sind die Kérper grundlegend geiindert — auch 
in chemischer und physiologischer Hinsicht — und so stabilisiert 
worden, daB das Molekiil zu den Schwingungen, die als Fluorescenz 
in Erscheinung treten, nicht mehr erregt werden kann. 


Die Phylline, die Magnesiumkomplexsalze, fluorescieren 
auch in wiBriger Lésung; aber die Phylline sind in derartigen 
Lésungsmitteln so unbestiindig, daB man die Fluorescenz aucli 
auf das bei der Zersetzung entstandene Porphyrin zuriickfihren 
kann. Im Hinblick auf die Fluorescenz des Chlorophylls wiiren 
hier noch weitere Untersuchungen erwiinscht. 

Der Punkt mit geringster Lichtintensitat liegt im isoelektrischen 
Gebiet der Porphyrine; an die Anwesenheit gleicher Mengen An- 
ionen und Kationen ist hier, soweit iiberhaupt Fluorescenz vor- 
handen ist, diese Erscheinung gebunden. 

Die erste SchluBfolgerung, die aus den Fluorescenzstudien 
gezogen werden kann, wiire also dahingehend zu formulieren: 

Die Porphyrine liegen in wiBriger Lisung als Ampholyte 
vor. Die Fluorescenz der Porphyrine in verdiinnt wiBriger’) 





') Auf das andersartige Fluorescenzverhalten der Porphyrine in ad- 
sorbiertem Zustand soll hier nur kurz hingewiesen werden. Adsorbiert 
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Lésung ist im wesentlichen eine Erscheinungsform der dissozilerten 
Farbstoffe. 

FormelmaBig erklairen sich die amphoteren, also sauren und 
basischen EKigenschaften der Porphyrine in wiBriger Loésung 
folgendermaBen: 





H oe - 
1  Sn<P—coon —— »N<P—co0 | +H* 


OH” LOH 
H H, )+ 
u.  SN<P-—coou =——> | N<P-—coou| + 0H- 
OH L ] 


HO. 
IIT. NN oder HN<P—C00 oder +HN<P—COO- 





Als Triiger der sauren Kigenschaften sind bekanntlich die 
COOH-Gruppen verantwortlich zu machen, die am Porphyrin — 
bezeichnet mit P — in verschiedener Anordnung und Zahl meist als 
Propionsaéuregruppen sitzen. Vom isoelektrischen Punkt an bis gegen 
das alkalische Gebiet findet allmihlich zunehmend Dissoziation 
im Sinne der Formel I statt. (Der Einfachheit halber ist nur eine 
—COOH—Gruppe angegeben.) Das Porphyrin Anion ist verantwort- 
lich fiir den ,,sauren“ Typ der Absorptions- und Emissionsspektren, 
der karminroten Farbe des Fluorescenzlichtes und der mehr rot- 
stichigen Fiirbung wiBriger Porphyrinlésungen von sehr schwach 
saurer, neutraler und alkalischer Reaktion. In derartigen Lésungen 
wandert das Porphyrin im Elektrophoreseversuch zur Anode. 

Die Ursache der basischen Porphyrinfunktionen ist bei den 
4 Stickstoffatomen zu suchen. Von diesen diirften es in erster 
Linie die beiden tertiiiren Stickstoffatome sein (vgl. Formel auf 
S. 125), die durch Hydratisation und Ubergang in den 5wertigen 
Zustand zur Dissoziation von Hydroxylionen befahigt sind, gemaB 
dem Reaktionsschema I], bei dem der Einfachheit halber nur eine 
=NHOH-Gruppe angefiihrt ist. 


man nimlich Porphyrine etwa bei der Reaktion des isoelektrischen Punktes 
an verschiedene Medien, so tritt hiufig priichtige Fluorescenz des Adsorbates 
auf (vgl. H. Fink, Biochem. Z. 211, 65 (1929)]. Diese Erscheinungen be- 
diirfen in bezug auf die Fluorescenz und die Emissionsspektren noch einer 
gesonderten experimentellen Bearbeitung, sie sind von groBer Wichtigkeit 
im Hinblick auf die in der Natur auftretenden Fluorescenzerscheinungen 
der Porphyrine, z. B. in Eierschalen, Muscheln, pathologisch veriinderten 
Knochen (Porphyrie, Osteohiimochromatose), Hefezellen, Bakterien usw. 
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DaB die Salzbildung nicht von den sekundiren sondern von den ter 
tiiren N-Atomen des Porphyrinkernes bewerkstelligt wird, ist als Analogic. 
schluB aus dem Verhalten der Dipyrrylmethane und Dipyrrylinethene 2, 
folgern, von denen nur die letzteren mit tertiiirem Stickstoff in Siuren 
léslich sind und Salze, z. B. Chlorhydrate bilden. 


Das Porphyrinkation ist somit derTriger folgender Eigenschatten: 
Alkalischer Typus der Absorptions- und Emissionsspektren, zicgel- 
rote Farbe des Fluorescenzlichtes, violettstichige Farbung wiBriger 
saurer bis stark saurer Porphyrinlésungen. In diesem p,,-Bereich 
wandert das Porphyrin im elektrischen Stromgefille zur Kathode. 

Endlich soll das Schema III den isoelektrischen Zustand dar- 
stellen, der charakterisiert ist durch die Ubergangsformen der 
oben genannten Eigenschaften von einem zum anderen ‘T'ypus, 
verbunden mit dem Minimum der Léslichkeit und Maximum der 
Adsorbierbarkeit. Die zu beobachtenden Ubergangsspektren kommen 
den Porphyrinspektren in Eisessiglésung am nachsten. Zur For- 
mulierung ist es ziemlich gleichgiiltig, ob man diesen Vorgang 
durch neutrale Molekiile, innere Salze oder eventuell die gleich- 
falls neutralen Zwitterionen veranschaulicht. Aus dem Formel- 
schema I ergibt sich durch Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes X,, die Dissoziationskonstante der sauren Dissoziation und 
analog aus Formel II K,, die Dissoziationskonstante der basischen 


Dissoziation. Beide sind durch die Beziehung J = tx. mit- 
b 


einander verknipft. Das Verhiltnis K,:1, haben wir schon 
friiher fir das Koproporphyrin zu 10°:1 berechnet. 

Die oben erwihnten Zwischenformen (Zwitterspektren), wie 
sie beim Ubergang vom sauren zum alkalischen Spektraltypus 
auftreten, wurden am Isouroporphyrin II, das seiner hervorragenden 
Léslichkeit wegen auch hier zugezogen wurde, eingehender studiert. 
Es ware der Mihe Wert, derartige Untersuchungen vor allem aucli 
auf die physiologischen Porphyrine auszudehnen, da sie nicht nur 
theoretisches Interesse beanspruchen diirften, sondern auch von 
praktischer Bedeutung sind als Vergleichsspektren beim Spektro- 
skopieren direkt in physiologischem Milieu (Hefe, Harn, Kérper- 
fliissigkeiten, Organen, Ochronose usw.); in Fillen also, in denen 
extreme Lésungsmittel, wie starke Siure oder Lauge, nicht an- 
gewendet werden kénnen. Wie aus den Zahlenwerten') und aus 
der Photographie der gezeichneten Spektren ersichtlich ist, werden 
die oben angestellten theoretischen Uberlegungen gestiitzt. Hs 





') Die ausfihrlichen Messungsergebnisse muBten auch hier fortbleiben. 
Wir verweisen auf die Dissertation Hoerburger, Universitit Erlangen, 1933. 




















Beitraige zur Fluorescenz der Porphyrine. 135 


existieren neben den Spektraltypen in saurer und alkalischer 
Lisung alle Zwischenformen des Uberganges. 

4,1 mg Isouroporphyrin; verseift und gelést in 1 ccm konzentrierter 
HCl; aufgefillt auf 100. Davon 60 Tropfen auf je 30 cem Puffer. 

Zur Messung der Spektren wurden die Farbstofflésungen in 20 cm 
lange Réhren gefiillt, wie sie bei Polarisationsapparaten Anwendung finden. 
Die Messungen wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt an einem Gitter- 
spektrographen der Firma Car] Zeiss, Jena, den uns Herr Geheimrat Fischer 
in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung stellte. Das Instrument gestattet 
die gleichzeitige Messung zweier Spektren; je zwei in der py-Reihe auf- 
einanderfolgende Farbstofflésungen wurden iibereinander spektroskopiert, 
so daB der Vergleich der Intensititen der einzelnen Absorptionsstreifen, 
sowie die Verschiebung der Streifen bestens beobachtet werden konnte. 

Analoge Ubergiinge lassen sich bei den Emissionsspektren 
(Fluorescenzspektren) beobachten, wenn man schrittweise das p,, 
iindert. Wir haben diese Untersuchung am Kopro-, Uro- und 
Hamatoporphyrin durchgefiihrt. Zur Messung der Wellenlingen 
diente der Aufsatz des Kénigsdérfferschen Spektralanalysen- 
mikroskops. 

Fiir die Anwendung der p,,-Fluorescenzkurven zur Identifi- 
zierung von Porphyrinspuren haben wir schon in der I. Mitteilung 
einige chemische und physiologisch-chemische Beispiele gebracht. 
Im Hinblick auf die groBe Bedeutung, welche die Himinverbin- 
dungen nach den Forschungsergebnissen der letzten Jahre fiir 
den Ablauf wichtiger biochemischer und enzymatischer Reaktionen 
besitzen, diirfte unsere Mikromethode gerade auf diesem Gebiet 
sich als brauchbar erweisen. Denn wenn man vom Himoglobin 
und eventuell noch vom Cytochrom absieht, so enthalten die iibrigen 
himinartigen Biokatalysatoren, wie das Warburgsche Atmungs- 
ferment, die Katalase und Peroxydase nur iiuBerst geringe Mengen 
der als aktive Gruppen fungierenden Himinverbindungen. Hier 
wire nun daran zu denken, aus hochaktiven Priiparaten, soweit 
dieselben wie im Falle Katalase und Peroxydase zuginglich sind, 
die Haminkomponente durch geeignete Enteisenungsreaktionen in 
die passenden eisenfreien Porphyrine, z. B. Hiimato- oder Meso- 
porphyrine iiberzufiihren und mit diesen dann die Identifizierung 
vorzunehmen. Jedenfalls besitzt die Frage, welche Isomere des 
Hamins als aktive Gruppen in den oben genannten Fermenten 
vorliegen, gréBtes Interesse. 

Auch das von H. Fischer und Schwerdtel’) in geringer 
Menge aus der Hefe isolierte Himin sollte daraufhin untersucht 


') Diese Z. 175, 248 (1928). 
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werden. Gerade fiir das Himin aus Hefe ist die Entscheidung 
dieser Frage auch im Hinblick auf die Koproporphyrie der Hefe 
sehr wichtig, da die Vorstufen, aus denen die groBen Mengen 
Koproporphyrin I in der Hefe synthetisiert werden, noch un- 
bekannt sind. Wire in der Hefe ein Himin enthalten von der 
dem Koproporphyrin I (also Atioporphyrin I) zugrunde liegender 
Konfiguration, so wiren die biogenetischen Zusammenhiinge vicl 
einfacher, als wenn das am Aufbau des Hamoglobins beteiligte 
Himin, das sich vom Atioporphyrin IIT herleitet, in der Hete 
vorlige.') 

Eine Abinderung der Methode lieSe sich erreichen durch Beniitzung 
von Photozellen oder aber durch Anwendung von stark rotempfindlichen 
photographischen Platten und nachtriiglicher densographischer Auswertung 
der Schwirzung. Das auf die Dauer fiir das Auge anstrengende Messen 
kime dann in Fortfall. Es ist denkbar, da8 sich durch derartige Meb- 
prinzipien zugleich eine Verfeinerung der Differenzierung ergeben kénnte. 

Uber die Veriinderungen, welche die p,,-Fluorescenzkurven er- 
leiden durch den Eintritt von OH, Cl, Br usw. in das Porphyrin- 
molekiil, werden wir demniichst berichten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
méchten wir auch an dieser Stelle unseren herzlichsten Dank 
fiir die Unterstiitzung der Arbeit aussprechen. 


Nachtrag zur I. Mitteilung, Diese Z. 218, 181 (1933). 


Da durch ein Versehen die Revision unserer I. Mitteilung ausgeblieben 
ist, beniitzen wir hier die Gelegenheit zu einigen Nachtriigen. 

Um auch bei dem Gebiet Fernerstehenden MiBverstindnisse zu ver- 
meiden, méchten wir nochmals darauf hinweisen, da8B in der Darstellung 
der Porphyrinformeln S = —CH,-CH,-COOH (Propionsiurerest) bedeutet. 
Bei den Formeln der Uroporphyrine haben wir M als Abkiirzung fiir 
—CH,-CH(COOH), (Malonsiurerest) gebraucht. 

In der Tabelle auf §. 192 ist bei Koproporphyrin IV die Zahl 2,8 ein- 
zusetzen. Die Zahlen dieser Tabelle bedeuten natiirlich den 10 fachen 
Logarithmus der relativen Lichtintensitit, wie das in der ganzen Arbeit 
der Konsequenz halber durchgefiihrt worden ist. 





') In diesem Zusammenhang ist hervorgehoben, dab H. Fischer u. 
Jordan [Diese Z. 190, 75 (1930)] in Malzkeimen das Vorhandensein des 
dem Atioporphyrin III entsprechenden Himins nachweisen konnten durch 
Isolierung des Protoporphyrins und Uberfiihrung desselben in Meso- 
porphyrin IX. 
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Studien iiber das Vorkommen von Auxinen 
im menschlichen und im tierischen Organismus. 


7. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe. 
Von 


Fritz Kégl, A. J. Haagen-Smit und Hanni Erxleben. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universitét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1933.) 


Wie in den friiheren Mitteilungen’) dieser Reihe dargelegt 
worden ist, konnten wir Auxina, ein Phytohormon der Zell- 
streckung, zuerst aus menschlichem Harn in krystallisierter Form 
isolieren. Das Vorkommen von Auxin a im Harn war jedoch 
nicht nur in praiparativer Hinsicht von Bedeutung, sondern brachte 
diesen pflanzlichen Wuchsstoff auch in das Forschungsgebiet der Tier- 
physiologie. Wir haben den Problemen, die sich in dieser Richtung 
zwangsliufig ergaben, von Anfang an unser Interesse zugewandt. 

Eine erste Gruppe von Fragen betrifft die Herkunft des 
Auxins im Harn. Wird es von den Darmbakterien hervorgebracht, 
stammt es aus der pflanzlichen Nahrung, oder wird es vom Tier- 
kérper selbst synthetisiert bzw. durch Abbau anderer Stoffe er- 
zeugt? Eine zweite Gruppe von Fragen betrifft die Bedeutung 
der Auxine fiir den tierischen Organismus. Sind es Hormone, 
Vitamine, haben diese Stoffe etwas mit dem tierischen Wachstum 
zu tun, oder sind sie fiir den Tierkérper tatsachlich véllig be- 
deutungslos? Wahrend beim gewéhnlichen Ablauf der Erforschung 
eines Hormons oder eines Vitamins umfassende physiologische 
Arbeiten der chemischen Reindarstellung des Wirkstoffs voran- 
gehen, fehlten im vorliegenden Falle, in welchem eine pflanzen- 
physiologische Testreaktion zur Isolierung gefiihrt hatte, noch 
alle Vorarbeiten zur Beantwortung der aufgeworfenen Fragen. Da 
die Wentsche Testreaktion in einem darauf eingearbeiteten Labo- 
ratorium mit geringem Zeitaufwand durchzufiihren ist, konnten 
wir das Problem der Herkunft und der Bedeutung der Auxine von 
verschiedenen Seiten aus in Angriff nehmen. Eine abschlieBende 


1) 5. Mitteilung: Diese Z. 216, 31 (1933): 6. Mitteilung: Z. angew. Chem. 
46, 469 (1933). 
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Beantwortung der einzelnen Fragen ist natiirlich nach 1'/, jahriger 
Arbeit noch nicht méglich; immerhin haben unsere Versuche zu 
einer Sichtung der zahlreichen Méglichkeiten und zu einer ersten 
Orientierung gefiihrt. Die bis zum Herbst des letzten Jahres er- 
haltenen Ergebnisse sind bereits in einem Vortrag’) kurz ver- 
Offentlicht worden. Die vorliegende Mitteilung bringt die aus- 
fiihrliche Beschreibung dieser Versuche, sowie Erginzungen aus 
der letzten Zeit. 


I. Die Auxinausscheidung im menschlichen Harn, 
unter Beriicksichtigung von Lebensalter und Geschlecht. 

Unter den vielen Harnproben, die im Laufe unserer Unter- 
suchungen geprift worden sind, wurde niemals ein auxinfreies 
Material angetroffen. Durchschnittlich enthalt 1 Liter Harn etwa 
100 Millionen Avena-Einheiten (AE) bzw. 2mg Auxin a. Es erhol) 
sich nun die Frage, ob diese Wuchsstoffproduktion unabhingig 
von Lebensalter und Geschlecht in derselben Héhe gefunden 
wiirde. Nach den Erfahrungen der Hormonforschung war es nicht 
ausgeschlossen, daB sich aus solchen systematischen Untersuchungen 
ein Hinweis auf die Bedeutung der Auxine ergeben konnte. 

Da die Wirksamkeit der Auxinlésungen unabhingig von ihrem 
Reinheitsgrad bei der Testreaktion in ziemlich weiten Grenzen, 
etwa zwischen 10!° und 101! AE pro Gramm, schwankt, kommt 
man nur dann zu einigermafen vergleichbaren Werten, wenn au 
den einzelnen Versuchstagen gleichzeitig Standardlésungen?) von 
Auxin gepriift werden. Als Durchschnittswert rechnen wir mit 
einer Wirksamkeit von 50-10° AE pro Gramm; wird in den be- 
treffenden Versuchsstunden die Wirksamkeit der Standardlésung 
z. B. zu 25-108 AE pro Gramm Auxin gefunden, so werden 
alle Auswertungen dieser Serie auf den Durchschnittswert von 
50 Milliarden umgerechnet; die Zah] der experimentell gefundenen 
Avena-Einheiten unbekannter Auxinlésungen ist also in diesem 
Beispiel zu verdoppeln. 

In den folgenden Tabellen sind die in den einzelnen Fallen 
gefundenen Werte zusammengestellt; die Zahlen in der vorletzten 
Spalte beziehen sich auf AE pro Milligramm des aus dem spezi- 
tischen Gewicht’) errechneten Trockenriickstandes der Harnproben. 





1) Naturw. 21, 17 (1933). 

*) Den Vergleich mit Standardlésungen fiihren wir seit 28.1. 1932 durch. 

*) Vgl. Klopstock-Kowarski, Praktikum der klinischen, chemischen, 
mikroskopischen und bakteriologischen Untersuchungsmethoden, Urban u. 
Schwarzenberg, Berlin-Wien 1932, 10. Aufl., 8. 156. 
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1. Knaben vom 1.—14. Lebensjahr 


Frithgeburt ')*) 


+b) 
3 
4 
6 
10 
11 
12 
13 
14 


*) 1610 g 


**) 





215 
24 
25 
86 
99 
90 

115 


2. Midchen vom 2 


3 

5 
10 
10 
12 
12 
13 
14 
14 
16 
1s 
19 


2 I 
23 





49 
36 
39 
41 
87 
41 
94 
114 
140 
480 
30 
104 
123 


1150 
2100 
2700 
2900 


9500 

5dD0 
2700 
1350 

550 
1350 
2500 





**) 1910 g 


1000 
860 
1000 
2000 
900 
2700 
3400 
3000 
10300 
1100 
2100 
2500 











10 
5 
32 
38 
164 
432 
24 
108 
144 
40 
101 
140 


.—23. Lebensjahr 


164 
48 
36 
28 

135 
45 

106 

131 

115 

590 
48 
99 

119 


3. Minnern vom 24.—33. Lebensjahr 


QC 
“0 
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20 
24 
24 
26 
26 
27 
32 
33 
33 





214 
135 
143 
76 
DD 
150 
5d 
75 
118 
90 


3500 
3400 
1800 
1500 
1000 
18V0 

800 
1200 
2700 
1400 
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79 
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41 
52 
130 
100 
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Si 
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150 
36 
65 
183 
25 
34 
190 
171 
81 
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2650 
2860 
1800 
2000 
2300 
2000 
2100 
1700 
1300 

900 
L720 
2300 





6300 


1900 
1600 

YOO 
LQO00 
3000 

430 

440 
2600 
2300 
4000 





v9 
638 
111 
82 
99 
193 
196 
126 
94 
290 
126 


97 





2400 
1700 
1200 
1270 
2000 
2900 
2700 
3300 
2400 
3200 
3000 
1800 














Am DS de eH] RS 


-_ 
_ 


~e 


52.—86. Lebensjahr 


53.—69. Lebensjahr 


') Die Harnproben der Friihgeburten verdanken wir Herrn Dr. 


S. van Creveld, Amsterdam. 
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7. Zusammenstellung der Mittelwerte. 

















, Zahl d 
Geschlecht | Lebensjahr onl 10° AE/Tag| AE/mg | 10° AE/ccin 
Miannlich 1.—14. 10 79 2480 106 
25.—35. 10 111 1900 114 
52.—86. 10 107 1820 90 
Weiblich 1.—14. 9 72 1860 90 
25.— 35. 11 110 1960 107 
53.— 69. 12 132 2300 100 

















Obschon die in den Tabellen 1.—6. angefiihrten Einzelfille 
starke Schwankungen aufweisen, zeigt die Zusammenstellung der 
Mittelwerte in Tabelle 7., daB weder das Lebensalter, noch 
das Geschlecht von Einflu8 sind auf die tagliche Auxin- 
ausscheidung. Wohl zeigt sich der spiter noch zu begriindende 
Einflu8 der Nahrungsaufnahme bei der absoluten Hohe der tig- 
lichen Auxinausscheidung von Kindern. Die in der letzten Spalte 
angefiihrte Zahl der AE pro Kubikzentimeter stimmt jedoch auch 
hier mit dem Mittelwert von etwa 100000 AE pro Kubikzentimeter 
iiberein, der bei den spateren Lebensjahren gefunden wird. Dieser 
Mittelwert entspricht bei einer tiglichen Harnabsonderung von 
rund 1 Liter der mehrfach erwahnten durchschnittlichen Auxin- 
ausscheidung des Erwachsenen von 2 mg pro Tag. 


II. Die Auxinausscheidung wahrend der Schwangerschaft 
und wahrend des monatlichen Cyclus der Frau. 


Fiir die Erforschung der Follikelhormone war es bekanntlich 
von groBer Bedeutung, daB die Ausscheidung dieser Stoffe wihrend 
der Schwangerschaft stark erhéht ist. Die Priifung der Auxin- 
ausscheidung wahrend der Schwangerschaft war jedoch nicht nur 
fiir die Auffindung eines méglichst giinstigen Ausgangsmaterials 
von Wichtigkeit, sondern man hitte bei erhéhter Ausscheidung 
des Auxins auch einen Hinweis auf seine funktionelle Bedeutung 
erhalten; der Organismus bringt ja offensichtlich die fiir die 
einzelnen Stadien der Graviditit wichtigen Hormone in groBem 
Uberschu8 hervor, der dann im Harn zur Ausscheidung gelangt. 

Aus dem bisher vorliegenden, natiirlich noch nicht sehr 
umfangreichen Material ergibt sich, dab die Auxinausscheidung 
waihrend der Schwangerschaft sicher nicht erhéht ist. 
Der Mittelwert der bisher untersuchten Fille liegt sogar erheblich 
unter dem gewdhnlichen Mittelwert der tiglichen Auxinaus- 
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scheidung; wir méchten hieraus jedoch vorliufig keine Schlub- 
folgerungen ziehen. Wie in einem der nichsten Abschnitte gezeigt 
wird, hiingt die Auxinausscheidung eng mit der Nahrungsaufnahme 
zusammen; es wird daher nur durch sehr sorgfialtige Bilanzversuche 
aufgeklirt werden kénnen, ob wihrend der Graviditiit ein erhéhter 
Verbrauch an Auxin stattfindet. 























Fall Schwanger- | Datum des 
schafts- Versuchs- |10°AE/Tag} AE/mg | 10° AE/eem 
und Alter monat tages 
C.H.S. 11/, 9, 3, 32 79 1000 61 
(32 Jahre) 21, 16. 4. 32 61 970 61 
5'/, 5D 890 42 
7 26. 7. 32 74 1300 36 
8 4.9. 32 59 630 30 
nach Partus]| 23.12. 82 (63) (1050) (42) 
14. 2. 33 (42) (820) (42) 
W.S. 41/, 17. 5. 32 47 900 27 
(37 Jahre) 5"), 20. 6. 32 79 1300 8 
7 75 1400 80 
8 717 1500 86 
N.H.S. 2 15. 1, 33 54 750 30 
(26 Jahre) 8 15. 2. 88 48 800 46 
4 1%. 3. 33 70 900 70 
5 3. 4. 33 78 860 60 
( 2. 5. 33 76.5 880 51 
7 37. 5. 38 64 900 45 
8 20. 7. 33 46 930 D0 
Vor der Graviditiit: Mittel aus 30 Tagen (122) (1800) (100) 
Fille aus d. 8—9 52 2200 26 
Gyniik. Kli- 8—9 123 2300 82 
nik Utrecht gs—9 66 3400 41 
S—9 1040 37 
8—9 840 16 
8—9 600 13 
g—9 790 28 

















tome 


' Mittelwerte 67,7 | 1256 | 39 

In dem Bestreben, eventuelle Beziehungen des Auxins zu den 
Sexualvorgiingen aufzudecken, haben wir auch friihzeitig unter- 
sucht, ob sich bei der Auxinausscheidung der Frau Beziehungen 
zum monatlichen Cyclus erkennen lassen, wie das in der Literatur ') 
fiir die Ausscheidung der Follikelhormone beschrieben ist. 

Die folgenden Tabellen lassen eine solche Beziehung nicht 
erkennen; sie geben zugleich einen Kinblick in die auch normaler- 


‘) Vel. Dingemanse, sowie Siebke, Arch. Gynik, 146, 417 (1931). 
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weise auftretenden Schwankungen der Auxinausscheidung. In einigen 
Fallen beobachteten wir ein deutliches Minimum unmittelbar yor 
oder nach dem Tage der Menstruation (mit M bezeichnet). Dieses 
findet jedoch eine zwanglose Erklirung durch die in diesem Zeit- 
punkt auftretende Appetitlosigkeit der betreffenden Versuchs- 


personen. 
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op & =f = 
W“¢ h L , “09 he LY 
Fall o = 2 Fall = ep é 
und 19382 = — a und 1982 2 ay = 
Alter x < * Alter © < a 
a = = = 
) ee +s EENeR Suan — 
N. H. S. 9.2. 162 | 2000 90 J.&. P. 1 37.4. 156 | 2200 | 124 
(25 J.) | 11.2. 141 | 1600 | 104 (81 J.) | 29.4. 90 | 1250 88 
14, 2. 189 | 3200 | 210 80. 4. M] Harn nicht untersucht 
15. 2. 121 | 1800 | 110 1. 5. 69 | 1700 Of 
eA 154 | 3200 } 110 8. 5. 84 | 1800 R4 
18, 2 260 | 3600 | 200 5. 5. 90 | 1900 G() 
19.2 140 | 2100 | 100 4 O. 76 | 2100 | 144 
20. 2. 170 | 3000 | 170 9. 5. 113 | 2900 | 189 
21.2.M] 66 | 1950 56 - --- 
29. 9 104 | 2200 | 104 Mittelwerte: 97 | 1978 | 117 
28. 2 114 | 2150 99 
95. 2 99 | 1360 | 68 || E. H.S.] 11.2. 50 | 900] 36 
26.2 7 sgn | 39 I} (82 J.) | 12.2.M] 158 | 3900 | 158 
27. 2. 120 | 1800 92 13.2 65 | 1300 36 
28, 2. 81 | 1200 60 14. 2 52 | 1000 30 
29,2 198 | 3000 | 180 18. 2. 140 | 3300 | 100 
1.3 202 | 2500 | 126 16. 2. 120 | 2400 80 
2.3. | 107 | 2500 | 126 Mittelwerte: 98 | 2133 | 73 
8. 3. 150 | 1800 | 108 
9. 3. 121 1900 93 
12. 3. 105 | 1500 75 
15. 8. 74 | 1300 70 
16. 3. 79 | 1500 72 
73 a 58 900 48 
18. 3. 129 | 1500 | 108 
19. 3. §2 900 45 
20. 3. 90 | 1300 76 
21. 3. 72 | 1200 60 
22.3.M] 96 | 1200 60 
23. 3. 126 | 1500 90 
Mittelwerte: 122 | 1800 | 100 


III. Die Auxinausscheidung im Harn 
bei Carcinom-, Tuberkulose- und Diabetesfallen. 


Im Zusammenhang mit unserer Beobachtung, da8 menschliche 
Carcinompriiparate kleine Mengen pflanzlichen Wuchsstoffs ent- 
halten (vgl. nachfolgende Mitteilung), haben wir bereits vor liingerer 
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on an 

Z\é 

Pall, Alter, | 3 > | cg 

Diagnose | 4 = m: 

a 1S 

S& — 

Carcinom 

I., 64J., | 30.11. ] 156 

Lupus- 1,12.] 53 
carcinom 2. 12. 
30.11. oper. | 5.12. 

7.12. | 220 

8. 12. | 144 

9.12. | 128 
10. 12. 

12. 12. | 390 

13. 12. | 258 

14.12. | 170 

15. 12. | 180 

Mittelwerte a. 9Tgn. 190 

v. D., Mast- [| 22.12. ] 65 

darmkrebs | 25.12. ] 55 

26.12.] 43 

28.12. ] 86 

2.1.1 38 

3.1.1 2 

4.1.] 24 

Mittelwerte a. 7Tgn. 47 
S., Krebs an | 10. 12 

der Lippe [| 11.12. ] 32 

13.12. 42 

14. 12. | 120 
15. 12. 

16.12. ] 43 

17.12.] 48 

18.12. } 50 

19. 12. | 13% 

Mittelwerte a.7Tgn. 67 

d. L., Dick- | 22.12. |] 66 

darmkrebs | 23.12.] 61 

25.12. ] 23 

26.12. 1 36 

28.12.] 26 

2.1. |104 

4.1.] 40 

6.1.] 44 
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Fall, Alter, | 7 la 
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Diagnose | & = | S 

a |o 

=, se 

v.d. P., 68J.| 22.12. ] 18 

Tumor am | 23.12. ] 52 

Ober- 26.12.] 17 

schenkel | 27.12.] 37 

Mittelwerte a.4Tgn. 31 


























v. D., Dick- | 19.12. | 38 
darmkrebs | 21.12.] 18 
25. 12. 

26.12. ] 26 

28.12.] 31 

3. 1. 18 

4.1.] 10 

D.1.] 22 

6. 3.3. 35 

T1. 4 54 

S.1.] 63 

17.1.§ 95 

20.1.] 50 

2.2.] 65 

3.2. 1114 

4,.2.] 87 

5.2/1 37 

Mittelwertea.i17Tgn. 53 

H., Bésartig. | 15. 12. | 324 

» Bauch- 17. 12. | 166 

krebs“ 18. 12. | 320 

Mittelwerte a. 3 Tgn. 270 

M., Melano-| 16.12. ] 32 

tisches 17.12. ] 41 

Sarkom 18.12.] 38 

19.12.] 20 

20.12. ] 35 

28.12.] 18 

Mittelwerte a.6Tgn. 31 

K., Brustkr., |) 5 g [118 
B., Mast- > 2 

darmkrebs, || 3 || 120 
d.H.,Magen-}| >". 

krebs, |S @ }| 242 
K., Magen- |] 2,9 

krebs, rs @ 1] 389 
v.B., Magen- || to4 

darmkrebs, |/ & # |} 110 
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1900 
2100 
770 
888 
3900 


2200 
4000 
3370 
1230 
1500 
1500 
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900 


1120 
1500 
1500 
5400 


8600 
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a] 2 § 2 : 
: seSla}] ww] s Ee} w] 5 
Fall, Alter, | = in my | & | Fall, Alter, a! & [a 
Diagnose | & = | “| = | = |] Diagnose a ae 
Oo —) om) om) S 
— m= ional ae me 
d.B. |) 2&8 (| 50] 1400] 7 
Tuberkulose d.K. |] &£# j| 68] 1200] 54 
, K = -& || 126] 2300] 
Sch., 24 J., | 10. 12. 2100] 80 - [Lee |] 126] 2300] 0 
Lungen- | 12.12.] 26 | 850] 24 |] Vv. d. W. Jf o 5 B 4] 231 112800) 513 
tuberkulose | 15.12. | 58 | 1600] 48 veL. fi so ¥ ff 108} 1500) 75 
16.12. | 67 1100] 42 R. BES |]270] 600) 216 
17. 12. | 75 11000] 50 Sch. mS D4] 1500] 54 

Mittelwerte a.4Tgn. 56 | 1330] 48 

. Diabetes 

v. G., 34 J., | 10.12. | 92 | 2100] 92 K. @ 4 & ([310] 8800] 115 
Bauch- 11.12. | 47 | 1200 0. BOS eS | 195 130 
tuberkulose | 12.12. | 72 | 1800] 91 iz [-pe- 88} 820] 38 
15.12. ] 36 | 900] 36 d. R. £3 )/ 306] 3400] 136 
16.12. | 78 | 1200] 55 0. £25 91} 1500] 48 
27.12. | 72 | 1100] 40 ve M. [Jeg~A Uf 32] 610] 17 

Mittelwerte a.6Tgn. 63 | 1400 | 66 








Zeit die Frage gepriift, ob die Auxinausscheidung im Harn yon 
Krebskranken von der Norm abweicht. Zur Orientierung wurden 
auch Harnproben von anderen pathologischen Fallen, vor allem 
von Tuberkulosepatienten und yon Diabetikern, untersucht. 

Der Mittelwert der tiiglichen Auxinausscheidung im Harn 
wurde bei den untersuchten Carcinomfillen zu 88 Millionen AE 
und bei den Tuberkulosefallen zu 90 Millionen AE gefunden, er 
stimmt also praktisch mit dem Durchschnittswert von 100 Millionen 
des gesunden Menschen iiberein. Aus den wenigen Diabetiker- 
harnen, die wir bisher untersucht haben, ergibt sich der Mittel- 
wert von 162 Millionen AE; wenn sich dieser héhere Durchschnitts- 
wert auch bei einem gréBeren Versuchsmaterial bestitigt, so kinnte 
dies — wie aus dem folgenden Abschnitt hervorgeht — mit der 
reichlichen Fettnahrung der Diabetiker zusammenhiingen. 


IV. Uber den Zusammenhang zwischen Auxinausscheidung 
und Nahrungsaufnahme. 


Die bisher beschriebenen Befunde zeigen, daB die Ausscheidung 
von Auxin a eine ganz allgemeine Erscheinung des menschlichen 
Stoffwechsels ist, lassen aber keine Aussage iiber die Herkuntt 
dieses Phytohormons und seine Bedeutung fiir den tierischen 
Organismus zu. Nun ist Harn nicht das erste tierische Ausgangs- 











mate 
wirk 
E. & 
gewt 
Spel 
geze 
Da 
zuni 
dur 
kan 
yon 
zelg 
Aux 
hetr 
Kul 
eine 
Aux 


‘Tag 


Die 


Vercnuchs- 


rh a 




















Studien itiber das Vorkommen von Auxinen usw. 145 


material, in welchem der auf das Wachstum der Haferkoleoptile 
wirkende Wuchsstoff nachgewiesen ist. Schon im Jahre 1925 hatte 
E. Seubert?) gefunden, daB der wirksame Stoff nicht nur in 
gewohnlichen Diastasepriparaten, sondern auch in menschlichem 
Speichel vorkommt. Boysen-Jensen’) hat einige Jahre spiter 
gezeigt, daB Speichelbakterien pflanzlichen Wuchsstoff hervorbringen. 
Da auch die Kulturen von Bacillus coli Wuchsstoff enthalten, war 
zuniichst zu priifen, ob die tigliche Auxinausscheidung des Menschen 
durch die Wuchsstoffproduktion der Darmbakterien erklart werden 
kann. Wie der quantitative Vergleich des Wuchsstoffgehaltes 
von Bakterienkulturen und von menschlichem Harn sehr bald 
zeigte, ist dies nicht der Fall. Die tiglich im Harn ausgeschiedene 
Auxinmenge, welche beim Erwachsenen durchschnittlich 2 mg 
betrigt, findet sich nimlich erst in 50 Litern der gewoéhnlichen 
Kulturen von Bacillus coli; wahrscheinlich liefert demnach auch 
eine sehr tippige Darmflora nur einen kleinen Beitrag zur tiglichen 
Auxinproduktion. 

Bei den bisher angefiihrten Versuchen waren die Harne von 
Tagesperioden gesammelt und auf den Auxingehalt gepriift worden. 
Die Werte der voranstehenden Tabellen zeigen auch bei ein und der- 
selben Versuchsperson erhebliche Schwankungen in der tiiglichen 
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a 2 = 
° _ = ~ ) Y 
3 8 Ea = 5 5 D a © 
zs a o 5 Eo — ny — 
m= YL — ~ — <_ < 
®D Ry = 2) a & —< ‘a 
- — > =) 

ee a SE Te el 

\. HLS, 9.2 Qo—s” 150 1700 86 

32 J.) bis 13° 141 1,3 900 50 

16° 140 3,0 830 50 

"49% 184 20 560 33 

»» 21° 170 9,7 2650 115 

» 22% 136 11,0 1600 81 

yy» 2390 72 2.5 1880 53 

10. 2. » 150 1,5 1700 86 

» 13° 190 2,2 1500 60 

ye 261 3,2 1060 60 

yy 2235 535 7,7 1160 65 

11. 2. ~ 400 8,5 1500 82 

d. B. 12. 2. 0—.8” 270 3,5 2100 135 
(26 J.) bis 12%° 120 2,0 1200 81 

16% 150 4,0 1500 108 

~ = 247 12,2 4700 292 

') Z. Bot. 17, 49 (1925). ; 2) Biochem. Z. 236, 205 (1931). 


Hoppe- Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXX. 10 
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Auxinausscheidung. Es erhob sich nunmehr die Frage, ob die in | | 


den verschiedenen ‘'agesstunden ausgeschiedenen Harne gleiche 
Auxinkonzentrationen aufweisen. Der héchste Auxingehalt findet 
sich, wie obige Tabelle zeigt, in beiden Fallen nicht etwa im 
Morgenharn, sondern in den Harnausscheidungen der Abend- 
stunden. Wie die niichste Versuchsreihe zeigte, hingt dies mit 
der ‘agesstunde der hollindischen Hauptmahlzeit zusammen, 
Wird diese von 6 Uhr nachmittags auf 1 Uhr mittags verlegt, 
so verschiebt sich die maximale Auxinausscheidung von den 
Abendstunden auf 4 Uhr nachmittags. Diese Versuche wurden 
so durchgefiihrt, daB die Versuchsperson (A. H. 8.) stiindlich 
100 ccm Wasser trank; gleichzeitig wurde nun natiirlich daraut 
geachtet, ob die Art der Nahrung auf die Auxinmenge des Harns 
von KinfluB ist. Wie Fig. 1 bzw. die Angaben der Tabelle zeigen, 
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Fig. 1. 
Darstellung der stiindlichen Auxinausscheidung im Harn. Maximale Ausscheidung etwa 
2 Stunden nach der Hauptmahizeit. 











lie8 sich ein derartiger Einflu8 unter den gewihlten Versuchs- 
bedingungen nicht erkennen. 

Es erhob sich nun die Frage, ob die erhéhte Auxinaus- 
scheidung nach den Mahlzeiten durch bestimmte Nahrungsbestand- 
teile verursacht wird, die pflanzlichen Wuchsstoff enthalten; ferner 
war auch mit der Méglichkeit zu rechnen, daB Auxin bei der 
Zutubr bestimmter Nahrungsbestandteile vom menschlichen Organis- 
mus selbst abgesondert wird, etwa als Aktivator einer Ferment- 
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90 
230 
185 
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140 
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255 
230 

85 
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180 
130 

90 
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190 
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100 
160 
150 
115 
200 
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160 
240 
290 
250 
220 
260 
180 
160 
150 
240 
230 
250 
260 
275 
310 
110 
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98 
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Nahrung 


Fleisch, Gemiise, Kar- 
toftel 
Tee u. 2 Butterbrote 


Kaffee, 1 Liter Milch, 
4 Butterbrote 


Kaffee, 1 Liter Milch, 
4 Butterbrote 


‘/, Liter Milch, 2 Butter- 
brote 


” Tee, 2 Butterbrote 


1 Liter Milch, 4 Butter- 
brote 
1/, Ltr. Milch, 4 Butterbr. 
1/, Liter Milch, 2 Butter- 
brote 


Tee, 2 Butterbrote 

1 L. Milch, 4 Butterbrote 
Fleisch, Kartoffel, Feld- 
salat, Tomaten, Bananen, 
Orangen, Apfel 


Tee. 2 Butterbrote, stiind- 
lich 200 cem Wasser 


Suppe, Fleisch, Gemiise, 
Kartoftel 


1 Liter Milch, Butterbrot 


1/, Ltr. Milch, Butterbrot 
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reaktion. Zuniichst muBte untersucht werden, wie sich die Auxin- 
ausscheidung wahrend eines Hungertages gestaltete, an welchem 
die Versuchsperson (A. H. 8.) die gewéhnliche Laboratoriumsarbeit 
verrichtete und stiindlich 100 ccm Wasser trank. Auch an diesem 
Tage wurde Auxin ausgeschieden, der ,,Auxingipfel“ blieb jedoch 
erwartungsgemiB aus, es zeigte sich vielmehr ein Niveau von 2 bis , 
4 Millionen AE pro Stunde. Dadurch war es aussichtsvoll, den 
Effekt verschiedener Nahrungsbestandteile zu untersuchen. Wahrend 
eines folgenden Versuchstages wurde neben Wasser nur Trauben- 
zucker, ein andermal nur Stiirke, ein 3. Mal nur rohes Hiihner- 
eiweiB eingenommen. Die Auxinausscheidung entsprach in allen 
diesen Fallen dem Niveau des Hungertages. Als jedoch an 
einem neuen Versuchstag 100 ccm Salatél (Arachisél) eingenommen 
wurden, zeigte der in den nachsten 3 Stunden abgeschiedene Harn 
einen stark erhéhten Auxingehalt, bei der graphischen Darstellung 
(Fig. 2) ergibt sich wieder ein charakteristischer Auxingipfel. 
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Fig. 2. 
Darstellung der stiindlichen Auxinausscheidung bei Einnahme 
verschiedener Nahrungsbestandteile. 
, Auxingipfel nur nach Einnahme von OI. 
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Fig. 3. 
Abhangigkeit der Auxinausscheidung 
von der Art des eingenommene? 
Fettes. 








Nunmehr war zu priifen, ob auch bei der Einnahme eines 
tierischen Fettes eine Erhéhung der Auxinausscheidung festzu- 
stellen ist. Wie ein analoger Versuchstag mit Butter zeigte, ist 
dies in der Tat der Fall (vgl. Fig. 3). Im nachsten Abschnitt wird 
dargelegt, daB natiirliche Fette, wie die verwendeten Proben von 
Arachisél und Butter, kleine Mengen von pflanzlichem Wuchsstoff 
in freier oder gebundener Form enthalten. 
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Auxinausscheidung bei stiindlichem Trinken 
von 100 cem Wasser. 
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Obschon hiermit die Frage nach der Herkunft des im Harn 
ausgeschiedenen Auxins vorliufig beantwortet war, haben wir doch 
auch die Méglichkeit in Rechnung gezogen, daB die Zufuhr von 
Fetten im menschlichen Organismus selbst eine Auxinsekretion 
auslésen kénnte, die dann wohl bei der Verdauung oder der 
Resorption des Fettes mitwirken wiirde. 

Um dies zu entscheiden mufte ein Fett gewihlt werden, das 
sicher keinen freien oder gebundenen pflanzlichen Wuchsstoff ent- 
hielt. Da Dihydro-auxin bei der Testreaktion véllig inaktiv ist, 
konnte ein wuchsstofffreies Fett leicht durch Hydrierung gewonnen 
werden. Fiir den Versuch diente hydriertes Kokosfett, das sich 
durch einen relativ niedrigen Erstarrungspunkt auszeichnete. Wie 
Fig. 3 zeigt, tritt nach Kinnahme von 100 g dieses Produktes 
kein Auxingipfel auf. Die nach Zufuhr von Arachisél und Butter 
beobachtete Erhéhung der Auxinausscheidung ist also sicher auf 
den Wuchsstofigehalt dieser Speisefette zuriickzufihren. 


V. Uber einige Falle mit anormal hoher Auxinausscheidung. 

Obschon die im J, Abschnitt zusammengestellten Werte der 
tiglichen Auxinausscheidung starke Schwankungen aufweisen, er- 
gab sich in jeder der einzelnen Kategorien ein ziemlich konstanter 
Mittelwert von rund 100000 AE pro Kubikzentimeter, entsprechend 
einer Tagesproduktion von ungefihr 2mg Auxin. Zu unserer Uber- 
raschung haben wir jedoch einige seltene Fille angetroffen, bei 
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21.2, 830 11000 165 635 12.6 
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4.7. 550 9000 630 347 6.4 ala 
5.7 500 10300 720 360 72 
11.7. 850 8850 540 460 9,2 
12. 7. 975 9000 432 420 8,4 8,3mg 
13.7 972 7600 878 368 7,3 
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betrigt. Am eingehendsten wurde der Fall E. W. V. untersucht; 
18jahriger junger Mann, 1,66 m groB, Kérpergewicht 56 kg. Die 
iiratliche Untersuchung, fiir die wir Herrn Prof. Dr. Hijmans 
van den Bergh, Utrecht, sehr zu Dank verpflichtet sind, ergab 
keinen besonderen Befund. Die Tabelle 8.150 enthialt nihere 
Angaben iiber die in verschiedenen Monaten erhaltenen Werte. 

Um zu priifen, ob die Diit — etwa ein besonderes Fett — die 
Ursache der hohen Auxinausscheidung ist, ab E.W.V. vom 11.7. 
bis 13.7. 32 im Hause von A. H.S., der in der Zeit zwischen 
6.7.—12.7. 33 taglich durchschnittlich 1,7 mg Auxin ausschied. Der 
Wechsel der Kiiche blieb ohne Einflu8 auf die Auxinausscheidung 
von EK. W.V. Es wurden taglich im Durchschnitt 8,3 mg aus- 
geschieden, wihrend die Produktion in den vorangegangenen Tagen 
8,5 mg betrug. 

Im vorigen Abschnitt ist dargelegt worden, daB bei normalen 
Versuchspersonen einige Stunden nach der Hauptmahlzeit ein aus- 
gepragtes Maximum der Auxinausscheidung auftritt. Es war nun 
von Interesse festzustellen, ob trotz des hohen Auxinspiegels auch 
bei E. W. V. eine solche Differenzierung in der Ausscheidung auf- 
tritt. Wie die folgende Tabelle zeigt, ist dies in der Tat der Fall. 
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12.5. 169°— 98° | 110 12 9000 324 | stiindlich 200 cem Wasser 
—10* 170 14 7000 81 
—11* 125 10 7700 78 
—12°° 110 11 8000 113 
13°° Fleisch, Gemiise, 
—14° 250 12,5 7000 81 Kartoffel, 8 Butter- 
—16*> | 212 18 7500 160 brote, 2 Eier 
—1745 130 26 10500 225 
—18*° | 290 | 40 14500 137 | 18° 6 Butterbrote, Tee 
—19*5 100 22 8500 216 
—204 | 255 16 6800 33 
—22'5 400 12 3700 45 
13. 5. — §% 500 20 11500 400 


In 26 Stunden: 2652 ecm; 444 Millionen AE = etwa 9 mg Auxin. 


Die Familie, welcher EK. W.V. angehdrt, zihlt 9 Koépfe. Es 
war von groé8tem Interesse festzustellen, ob die iibrigen Familien- 
mitglieder, welche alle dieselbe Nahrung haben, ebenfalls eine er- 


hdhte Auxinausscheidung zeigen. Es ergab sich, dab die Tages- 












“5 
















2 eee tb eee pesmi 





152 Fritz Kégl, A.J. Haagen-Smit und Hanni Erxleben, 


produktion an Auxin bei den Eltern und bei 4 Kindern normal 
ist, wihrend sich auBer E.W.Y. noch 2 Geschwister durch die 
hohe Auxinausscheidung auszeichnen. 
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E. V. Vater 54 19. 7. 850 900 54 000 46 | 0,9 
C. V. Mutter 45 19. 7. | 1000 650 42 000 42 | 0,8 
Dy Ww. 11 19. 7%. 600 1350 | 144 000 86 | 1,7 
W. V. w. 20 15. 7. 900 650 42 000 38 | 0,7 
mi. Ye w. 22 15. 7. | 1300 2300 | 108000 | 140 | 2,9 
rh P Ww. 25 19. 7%. 700 2650 | 162000 | 113 |} 2.2 
se fF m. 4] 15.7.1 500 9500 | 432000 | 216 | 4,5 
a F Ww. 16 19. 7. 800 | 10300 | 594000 | 475 | 9,5 
E. W. V m. 18 12. 7. 975 9000 | 432 000 | 421 | 84 


Nach allen diesen Befunden steht es auBer Zweifel, daB die 
erhéhte Auxinausscheidung als konstitutionelle Eigentiimlichkeit 
anzusprechen ist. Die Folgerungen, welche sich aus diesen Ver- 
hiltnissen fiir das Gesamtproblem ergeben, werden im letzten 
Abschnitt naher besprochen. 


VI. Wher den Wuchsstoffgehalt von Olen und Fetten. 


Nachdem wir festgestellt hatten, daB der Auxingehalt des ein paar 
Stunden nach Kinnahme von Arachis6l und von Butter abgeschiedenen 
Harns stark erhéht ist, ergab sich die Aufgabe, diese Nahrungs- 
fette auf den Gehalt an pflanzlichem Wuchsstoff zu priifen. 

Das fiir den geschilderten Versuch verwendete Salatél wurde 
im April 1932 von der Firma Albert Heyn, Utrecht bezogen. 
Da in der Speiseélindustrie je nach der Marktlage verschiedene 
Pflanzenéle verarbeitet werden, lie sich nachtriglich nicht mehr 
mit Sicherheit feststellen, aus welchen Samen unser Ol gewonnen 
war. Nach den Reaktionen lag Arachis6l vor; es ist jedoch nicht 
ausgeschlossen, daB dieses mit anderen Olen verschnitten war, 
jedenfalls haben wir in den folgenden Monaten von derselben 
Quelle nicht mehr die gleiche Sorte beziehen kénnen. 

Zunichst wurden Olproben (5 g) in peroxydfreiem Ather ge- 
lést und mit Bicarbonatlésung ausgeschiittelt. Der Bicarbonat- 
auszug enthielt keine nachweisbaren Wuchsstoffmengen. Dagegen 
lieB sich zeigen, daB das verwendete Ol pflanzlichen Wuchsstoff 
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in gebundener Form enthilt, da nach kurz wihrender, saurer 
Verseifung physiologisch aktive Lésungen erhalten werden. 














Verseifungs- Gehalt an pflanzlichem 

Verseifungsmittel dauer | | Wuchsstoff = 
Stunden AE/g lg 
5°,ige waBrige Salzsiiure. . . . a} 1600 0,03 
desgl. re 1"), 12000 0,24 
desgl. a ae 3 — — 
desgl. ae 6 _ a 
5°/jige wiBrige Schwefelsiure . 4 — — 
3°/pige alkoholische Salzsiure. . 11), saat Soi 
5°/,ige alkoholische Kalilauge. . 5 _ sei 











Da demnach die wirksame Verbindung nicht nur bei alka- 
lischer, sondern auch bei saurer Verseifung leicht zerstért wird, 
wurde die Spaltung mit Lipasen durchgefihrt, und zwar zuniichst 
mit Pankreaslipase. Hierzu diente eine nach den Angaben von 
R. Willstatter'), EK. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen 
bereitete Fermentlésung. Zu ihrer Gewinnung wurde Schweine- 
pankreas mit Aceton getrocknet, gut zerkleinert und mit 87°/, igem 
Glycerin extrahiert. Verseift wurde in wiBriger Liésung unter Zu- 
satz von NH,—NH,Cl-Puffer; auBerdem wurden geringe Mengen 
von Calciumchlorid und Albumin zugesetzt. Zur Erzielung einer 
guten Emulsion wurde 3 Minuten lang kriftig mit der Hand ge- 
schiittelt und dann bei 30—32° aufbewahrt. Von Stunde zu Stunde 
wurden Proben entnommen und der Fortgang der Verseifung 
durch Titration kontrolliert. 

Nach 8 Stunden und einem Verseifungsgrad von 89,3°/, war noch 

kein Wuchsstoff nachweisbar, 

Nach 24 Stunden und einem Verseifungsgrad von 90,1°/,: 12000 AE/g 

bzw. 0,24 y/g. 

Bei den folgenden Versuchen wurde die Reaktion nach 
24 Stunden unterbrochen und das Gemisch in Saiure- und Neutral- 
fraktion zerlegt; letztere wurde dann neuerdings 24 Stunden mit 
Pankreaslipase behandelt. | 
Nach 2 x 24 Stunden, Verseifungsgrad 97,31°/,: 540000 AE/g bzw. 10,8 y/g 

» 2X 24 ‘~ = 96,84°/,: 489000 AE/g bzw. 9,9 y/g 

Zum Vergleich haben wir auch Verseifungen mit Ricinus- 

lipase vorgenommen. Hierzu diente eine Fermentsahne, die aus 


) Diese Z. 125, 93 (1923). 
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geschilten und gepulverten Ricinussamen: durch Verreiben mit 
Wasser und Zentrifugieren nach Angaben von R. Willstitter}) 
und E. Waldschmidt-Leitz gewonnen war. 
Nach 48 Stunden, Verseifungsgrad 90,8°/,: 403000 AE/g bzw. 8,06 y/¢ 
+ 1 95,7°/9: 244000 AE/g bzw. 4,9 y/¢ 
Die verwendete Fermentsahne enthielt keine nachweisbaren 
Wuchsstoffmengen. Um eine méglichst vollstiindige Verseifung zu 
erzielen, haben wir bei den folgenden Versuchen das Reaktions- 
gemisch nach 48 Stunden in Siure- und Neutralfraktion zerlegt 
und letztere neuerdings 2 Tage mit Ricinuslipase behandelt. 
Nach 2 x 48 Stunden, Verseifungsgrad 98,15°/,: 1080000 AE/g bzw. 21,6 y/g¢ 
» RO . 97,57 °/,: 2340000 AE/g bzw. 46,8 y/¢ 
2 stiindig. Verseifung mit 5 °/,igerSalzsiiure: 1080000 AE/g bzw. 21,6 y/g 
Zu den letzten 3 Versuchen diente ein im Juni 1932 von der 
oben genannten Firma bezogenes ,,Salatél*. Kine im September 1932 
bezogene Flasche derselben Marke zeigte folgenden Wuchsstoffgehalt. 


Nach 1 stiindig. Verseifung mit 5°/,iger Salzsiiure: 540000 AE/g bzw. 10,8 y/g 


» 2 » »  » S%iger — y 1080000 AE/g bzw. 21,07/¢ 
» 2'/, tdgig. , , Ricinuslipase: 756000 AE/g bzw. 15,1 7/g 


(Verseifungsgrad 93,2°/,). | 
Nach 2 '/, tagig. Verseifung mit Ricinuslipase: 1008 000 AE/g bzw. 20,1 y/g 
(Verseifungsgrad 91,9 °/,). 

Bei einer im Oktober 1932 bezogenen Probe war nach der 
Verseifung kein pflanzlicher Wuchsstoff nachzuweisen. Ahnliche 
Erfahrungen haben wir auch mit anderen wuchsstoffhaltigen Mate- 
rialien gemacht; es hiingt dies wahrscheinlich mit der leicht ein- 
tretenden Selbstinaktivierung des Wuchsstoffs zusammen, doch 
kann auch eine oxydative Zerstérung mitbeteiligt sein. 

Im AnschluB an die Verseifung des Arachiséls seien noch 
die bei der Verseifung von Butter und von hydriertem Kokosfett 
erhaltenen Befunde mitgeteilt, welche fiir die physiologischen Ver- 
suche des vorigen Abschnitts ebenfalls von Bedeutung waren. 


Butter, 1 Stunde mit 5°/, iger Salzsiiure verseift: 18000 AE/g bzw. 0,36 y/g 


i Saaen » 5°/,iger . em 18000 AE/g bzw. 0,36 y/g 

2'/, Tage mit Ricinuslipase verseift: 51600 AE/g bzw. 1,08 y/g 
(Verseifungsgrad 92,8 °/9). 

Butter, 2'/. Tage mit Ricinuslipase verseift: 24120 AE/g bzw. 0,48 7/g 


Gehirtetes Kokosfett wurde 1 Stunde und 1'/, Stunden mit 5°/, iger 
Salzsiiure und 2'/, Tage mit Ricinuslipase (zu 91,9°/,) verseift. In keinem 
dieser Fiille lieB sich pflanzlicher Wuchsstoff nachweisen. 


1) Diese Z. 134, 161 (1924). 
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Die Tatsache, daB in den fiir unsere Versuche verwendeten 
Arachisélen pflanzlicher Wuchsstoff ausschlieBlich in veresterter 
Form vorkam, darf nicht verallgemeinert werden. Wir haben in 
verschiedenen Samendlen auch freien Wuchsstoff angetroffen, so 
z. B. in einem Maiskeimé] des Handels. Wie bereits an anderer 
Stelle?) mitgeteilt worden ist, gelang es uns, aus diesem Mais- 
keim6l und spater auch aus Malz jeweils zwei aktive Krystalli- 
sate zu isolieren. Das erste ist identisch mit dem aus Harn dar- 
gestellten Krystallisat; wir nennen es Auxin a, bzw. Auxen-tri-ol- 
siure, wihrend das neue Wuchsstoffkrystallisat die Bezeichnung 
Auxin b, bzw. Auxen-ol-onsiiure erhalten hat. Aus Harn haben 
wir bisher kein Auxin b isolieren kénnen; man wird daher zu der 
Annahme gefihrt, daf das mit der Nahrung aufgenommene 
Auxin b im Organismus in Auxin a umgewandelt wird, ent- 
sprechend dem Schema: 


R—CH-OH—CH,—CO—CH,— COOH 
__» R—CH-OH—CH,—CH-OH—CH-OH—COOH 


In den von uns verwendeten Sorten von Maiskeimél und 
Malz haben wir vorwiegend Auxin b und nur wenig Auxin a 
angetroffen. 


VII. Wher das Vorkommen von pflanzlichem Wuchsstoft 
in tierischen Geweben und Organen. 


Nachdem wir durch die vorangegangenen Versuche nach- 
gewiesen hatten, dafi zum mindesten ein betrichtlicher Teil des 
im Harn ausgeschiedenen pflanzlichen Wuchsstoffs der Nahrung 
entstammt, ergab sich als weitere Aufgabe, sein Vorkommen und 
seine Verteilung im Organismus naher zu untersuchen. Aus dem 
Auxingehalt tierischer Harne?) war zu schlieBen, daB die betreffen- 
den Verhiltnisse beim Siugetier im wesentlichen mit jenen beim 
Menschen zu vergleichen sind. Wir haben deshalb zunichst Organe 
und Gewebe von Hunden auf den Gehalt an pflanzlichem Wuchs- 
stoff gepriift. 


Die betreffenden Gewebe, bzw. Organe wurden in moéglichst frischem 
Zustande verarbeitet; das Material wurde zerkleinert und mit Aceton extra- 


') Vortrag auf dem 23. Dahlemer Medizinischen Abend am 10.Februar 1933; 
Referat Z. angew. Chem. 46, 166 (1933). — Vortrag auf der 46. Hauptver- 
sammlung des Vereins Deutscher Chemiker zu Wiirzburg, 9. Juni 1933; 
Z. angew. Chem. 46, 469 (19383). 

*) Vgl. unsere Angaben, Diese Z. 214, 250 (1933). 
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hiert. Der Riickstand des Acetonextrakts wurde mit Wasser ausgezogen 
und dieser Auszug nach Ansiuern mit Essigsiure ausgeithert. Der Ather. 
extrakt wurde dann in der iiblichen Weise mit Bicarbonatlésung fraktioniert 
und die Siurefraktion mit Hilfe der Testreaktion ausgewertet. In manchen 
Fillen wurde der erste Wasserextrakt zur Priifung verwendet. 


Herrn Dr. H. J. M. Hoogland, staatl. Tierarzt in Utrecht, sind wir 
fiir die Sektion der Tiere sehr zu Dank verpflichtet; auch Herrn Dr. med. 
W.H. de Beaufort haben wir fiir mancherlei Unterstiitzung dieser Arbeit 


sehr zu danken. 
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Studien iiber das Vorkommen von Auxinen usw. 


Wie die Tabelle zeigt, lassen sich fast im ganzen Organismus 
sehr kleine Mengen pflanzlichen Wuchsstoffs nachweisen. Die 
negativen Befunde bedeuten, daB der Wuchsstofigehalt in diesen 
Fallen unter 50 AK, d.h. also unter '/,,,. y pro Gramm liegt. 
Aber auch bei den héheren Werten darf man sich nicht dariiber 
tiiuschen, daB es sich durchwegs um Spuren handelt und den 
Schwankungen zwischen 0 und ?/,,, y (1000 AE) keine besondere 
Bedeutung zukommen diirfte. Bemerkenswert scheint uns, dab 
der Auxingehalt des Darmkanals und der des Darminhalts gegen 
das Rectum hin zunimmt. Die Niere, das wichtigste Ausscheidungs- 
organ des Auxins, zeigte in unseren Fiillen keinen auffillig hohen 
Wert; auch eine Rinderniere enthielt nur 380 AE pro Gramm, 
und bei sorgfaltiger Entfernung von Harnresten wiirden diese 
Werte wohl noch niedriger gefunden werden. K. Maschmann!) 
fand in den Lebern von Miusen und Hiihnern ,,in reichlicher 
Menge“ pflanzlichen Wuchsstoff und glaubte sogar, die Leber als 
Produktionsstitte des vom Menschenim Harn ausgeschiedenen Auxins 
ansprechen zu diirfen. Bei unseren Hundelebern war der Wuchs- 
stoffgehalt auBerordentlich bescheiden und wie gleich vorweg- 
genommen sei, konnte auch durch Verseifung des Leberfetts in 
unseren Fallen kein pflanzlicher Wuchsstoff freigelegt werden. 
Ubrigens gibt Maschmann?”) neuerdings an, daB bei dem yon 
ihm untersuchten tierischen Material Nieren ,,die gré{te Wuchs- 
stofifmenge“ enthalten. Von den 3 Hundeovarien war nur bei 
einem pflanzlicher Wuchsstoff nachzuweisen; zum Vergleich haben 
wir noch die Ovarien einer Stute und einer Kuh untersucht; die 
beiden Organe waren aus dem Schlachthaus in Utrecht bezogen. 

Ovarium einer Stute: WiBriger Extrakt (4 g¢ Gewebe in 25 ecm 
Wasser '/, Stunde gekocht): 1540 AE pro g Gewebe; Alkoholextrakt 
(4g in 10 eem Alkohol 20 Minuten gekocht): 2180 AE pro g Gewebe; 
Acetonextrakt (4 g in 10 cem Aceton 20 Minuten gekocht): 2630 AE pro g 
xewebe. 

Ovarium einer Kuh: Zur Bereitung der Extrakte wurden die 
Gewebe mit der 10 fachen Gewichtsmenge Aceton '/, Stunde gekocht. Nach 
dem Abfiltrieren wurde im Vakuum eingedampft und mit Wasser auf- 
genommen. Gewdéhnliches Gewebe 105 AE pro g; Gelbliches Gewebe 
123 AE pro g; Corpus luteum 3200 AE pro g. 

Nachdem wir festgestellt hatten, daB manche pflanzliche und 
tierische Fette pflanzlichen Wuchsstoff in veresterter Form ent- 
halten, ergab sich die Aufgabe, durch Verseifung der Fettstoffe 





1) Naturw. 20, 721 (1932) und zwar S. 722 FuBnote 3. 
*) KE. Masechmann u. F. Laibach, Naturw. 21, 517 (1933). 
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verschiedener Organe und Gewebe nach méglicherweise yor- 
handenen Auxindepots zu suchen. Kine systematische Untersuchung 
liegt hieriiber noch nicht vor, doch kénnen wir einige orientierende 
Angaben machen. 

Organe bzw. Gewebe der in der Tabelle an 2. Stelle angefiihrten 


Hiindin wurden durch 1—1"'/, stiindiges Kochen mit 5°/,iger Salzsiure 
bzw. durch 2 tigige Einwirkung frischer Ricinuslipase bei 25° verseift. 


’ 











Auxingehalt in AE pro g frisches Material 
Material Verseifung mit 
Salzsiure | Ricinuslipase 
ae 480 | 1260 
ere ee ao — 
i Gras ge a erik & 9.8 — -— 
Sree ee 5160 | 2700 
as? kt Sater uha ee hee — — 





Bei analogen Versuchen mit dem GroBhirn und dem Klein- 
hirn eines Rindes war in 5 g Substanz kein Auxin nachzuweisen. 
Der Bicarbonatauszug unverseifter Rindergalle enthielt 8000 AK 
pro Gramm; nach 1 stiindiger Verseifung mit 5°/, iger Salzsiiure 
war keine Erhéhung des Auxingehalts nachzuweisen. 


VIII. Schlu8bemerkungen. 


Wie sind nun die in der Hinleitung aufgeworfenen Fragen 
iiber Herkunft und Bedeutung der Auxine fiir den menschlichen 
baw. den tierischen Organismus zu beantworten? Uber die Her- 
kunft des Harnauxins lassen sich auf Grund unserer Versuchs- 
ergebnisse verschiedene Aussagen machen. Der von den Darm- 
bakterien gelieferte Anteil des Harnauxins diirfte prozentual 
_ nicht sehr groB sein. Dagegen stammt eine sehr betrichtliche 
Menge des im Harn ausgeschiedenen Auxin a von den in der 
Nahrung enthaltenen pflanzlichen Wuchsstoffen Auxin a und Auxin b. 
Von besonderer Wichtigkeit ist die Feststellung, daB in den Lipoid- 
fraktionen der pflanzlichen, aber auch der tierischen Nahrungs- 
mittel Auxine in freier Form oder in esterartiger Bindung vor- 
kommen. In 100 g Fett — der durchschnittlichen Tagesration — 
fanden wir zwischen 0,1—1 mg Auxine in freier oder gebundener 
Form. Im ginstigsten Fall ist damit der Durchschnittswert der 
tiglichen Auxinausscheidung (2 mg) der GréBenordnung nach zu 
erkliren, zumal wenn man beriicksichtigt, daB die Verseifung der 
Auxinester in vitro wahrscheinlich nicht quantitativ verliuft. 
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Bei der Beurteilung der Verhiltnisse muB man jedoch auch 
bedenken, daB die mit der Nahrung aufgenommenen Auxine bzw. 
Auxinester den Organismus schwerlich ohne teilweise Verbrennung 
oder Umwandlung passieren werden. Setzt man diese sicherlich 
auftretenden Verluste an Auxinen mit in Rechnung, so steht der 
tiiglichen Abgabe von Harnauxin noch keine geniigende ,,Deckung“ 
vegeniiber. Man muB also bisher unbekannte Auxinquellen an- 
nehmen, sei es, daB der menschliche Organismus Auxine selbst 
synthetisiert, oder daB es in der Nahrung unbekannte, bei der 
Testreaktion nicht faBbare Vorstufen oder Derivate der Auxine gibt. 

Kin weiteres, in dieser Richtung sprechendes Argument ist 
die auffillige Konstanz der Auxinausscheidung. Wir haben bei 
Samendlen wiederholt beobachtet, daB der Auxingehalt beim Lagern 
durch Inaktivierung oder durch Oxydation stark abnimmt. Man 
sollte daher erwarten, dai die Auxinauscheidung des Menschen 
viel gréBere Schwankungen zeigt, als sie in Wirklichkeit gefunden 
werden, und daB z. B. im Winter oder im Friihjahr praktisch 
auxinfreie Harne avftreten miiBten. Beides haben wir nicht be- 
obachtet. 

Als drittes und eindrucksvollstes Argument fiir die Annahme 
unbekannter Auxinquellen sind die Fille mit anormal hoher Auxin- 
ausscheidung anzufiihren, die im IV. Abschnitt besprochen wurden. 
Wenn im Fall E.W.V. an Stelle der gew6hnlichen Auxineusschei- 
dung von rund 2 mg tiiglich 8—10 mg Auxin a ausgeschieden 
werden, so mu natiirlich auch fiir diesen Befund eine Erklirung 
gefunden werden, die sich in den Rahmen des Gesamtbildes ein- 
fiigt. Soweit wir sehen, sind in dieser Hinsicht folgende Méig- 
lichkeiten zu diskutieren: 

1. Der Erwachsene nimmt in der Nahrung tiiglich mindestens 
8—10 mg Auxine in freier oder in veresterter Form auf. Der 
Normale wiirde hiervon 80°/, verbrauchen oder verbrennen und 
20°/, ausscheiden, wihrend im Fall E.W.Y. die gesamte Menge 
aus unbekannten Griinden im Harn zur Ausscheidung gelangt; 
dieses Verhalten wire dann z. B. mit der Cystinurie zu ver- 
gleichen. Nahrungsbestandteile, die derartig reich an Auxinen, 
bzw. deren Estern sind, haben wir bisher nicht aufgefunden.") 

2. Der menschliche Organismus bringt selbst durch Total- 
synthese aus einfachen Grundstofien oder durch Umwandlung, 


') Das auxinreichste Naturprodukt, das wir bisher gefunden haben, 
War eine Malzsorte, die pro Kilogramm etwa 10 mg freie Auxine enthielt. 
Gewéhnliche Malzsorten enthalten jedoch erheblich weniger. 
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bzw. Abbau von Stoffen aus der Nahrung Auxine hervor; das im 
Harn abflieBende Auxin a wiirde dann zum Teil unmittelbar der 
Nahrung, zum Teil der eigenen Produktion entstammen. Im Fall 
K.W.V. miiBte die Mehrausscheidung an Auxin a durch eine ge- 
steigerte synthetische Leistung des betreffenden Organismus er- 
klart werden. Wenn diese Synthese nur indirekt mit der Nahrungs. 
aufnahme zusammenhingt, so miiBte man erwarten, daB im Falle 
EK. W.V. bei der Auxinbestimmung in den stiindlich abgeschiedenen 
Harnproben ein anderes Bild erhalten wiirde als im Normalfall, 

da ja bei EK. W. V. das niedrigste Niveau 
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Nahrungsaufnahme zusammenhiingt, 
sondern unmittelbar mit der Ver- 
dauung der Nahrung gekoppelt sein 
mug.  Natiirlich schlieBt das eine 
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aber auf Grund des geschilderten ‘T'at- 
sachenmaterials doch mehr zur An- 
nahme, daB im Organismus eine Bildung von Auxinen durch Um- 
wandlung oder Abbau bisher unbekannter Derivate oder Vorstufen 





Fig. 4. 


erfolgen kann. Diese sind, im Gegensatz zu den Auxinestern, , 


auch nach der Verseifung der Lipoidfraktionen bei der Test- 
reaktion nicht faBbar. Im Fall E.W.V. wiirden diese Vorstufen 
bzw. Derivate in gréferem Umfange in Auxin a umgewandelt als 
im Normalfall. Natiirlich miissen zur endgiiltigen Klarstellung 
dieser Verhiltnisse sehr sorgfiltige Bilanzversuche durchgefiilit 
werden. 

Die zweite Gruppe von Fragen, welche wir in der Hinleitung 
erwihnten, betraf die Bedeutung der Auxine fiir den mensch- 
lichen Organismus. Diese Fragen sind heute noch ungeklirter 
als jene nach der Herkunft der Auxine. Es ergab sich bisher 
kein Anhaltspunkt dafiir, daB unsere Phytohormone Auxin a und 
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Studien iiber das Vorkommen von Auxinen usw. 


Auxin b auch die Funktionen von Zoohormonen besitzen. Die 
Diskussion geht mehr dariiber, ob die fiir die Pflanze so bedeut- 
samen Auxine fiir den tierischen Organismus den Charakter von 
Vitaminen besitzen, oder ob es sich tatsiichlich um Stofie handelt, 
die fiir den Tierkérper indifferent sind. Die Entscheidung hier- 
iiber kann wohl nur durch sehr sorgfiltige Krnihrungsversuche 
an Tieren herbeigefiihrt werden. Der niichstliegenden Méglichkeit, 
Versuchstieren relativ groBe Mengen von Auxinen darzureichen, 
steht die Kostbarkeit des reinen Materials entgegen. Bei Ratten’) 
konnten aus diesem Grunde bisher nur T'astversuche durchgefiihrt 
werden, die noch kein abschlieBendes Urteil erlauben. Die Meta- 
morphose von Kaulquappen ist durch Zusatz von Auxin a nicht 
beeinfluBt worden. Man muB indessen bei derartigen Tierversuchen 
mit der Méglichkeit rechnen, daB ein Uberangebot von Auxinen 
keinen besonderen Effekt auslést und nur ihr yoélliger Mangel 
Ausfallserscheinungen hervorruft. Nach dem, was oben iiber die 
wahrscheinliche Anwesenheit unbekannter Vorstufen oder Derivate 
der Auxine in der normalen Nahrung gesagt wurde, ist es ein- 
leuchtend, daB auch Versuche mit einer Nahrung, die keine freien 
oder veresterten Auxine, wohl aber alle bekannten Vitamine und 
unentbehrlichen Baustoffe enthilt, nicht leicht einwandfrei durch- 
zufiihren sind. 

Zum SchluB muf noch auf die Bedeutung des Auxins b und 
seine Beziehungen zu Auxin a verwiesen werden; es ist mdglich, 
daB durch diese neuen chemischen Ergebnisse auch die physio- 
logischen Probleme in ein neues Stadium kommen. In der ge- 
wohnlichen Nahrung scheint nimlich — soweit wir sehen — der 
Gehalt an Auxin b gegeniiber jenem an Auxin a zu iiber- 
wiegen. ‘T'rotzdem konnten wir aus Harn bisher nur Auxin a 
isolieren. Es ist nicht von der Hand zu weisen, daB die Um- 
wandlung von Auxinb in Auxina mit einer physiologischen 
Funktion zusammenhiingen kénnte. 


Frl. Irmgard Zuschlag und Herrn K. W. F. Visser haben 
wir fiir die wertvolle Mithilfe bei den Versuchen sehr zu danken. 


1) Der Auxingehalt des Harns von Ratten, die unter Vitamin A-Mangel 
litten, ist gegeniiber jenem normaler Tiere nicht veriindert. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXX. 
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Uber das Vorkommen von Auxinen 
und von Wachstumsstoffen der ,,Bios*-Gruppe in Carcinomen. 


8. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe. 
Von 


Fritz Kégl, A. J. Haagen-Smit und Benno Ténnis.') 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universitaét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1933.) 


Wie in der voranstehenden Mitteilung*) dargelegt ist, haben 
wir uns bald nach der Entdeckung des hohen Auxingehalts 
menschlichen Harns die Frage vorgelegt, ob diese Ausscheidung 
in pathologischen Fallen yon der Norm abweicht. Wir fanden, 
daB die durchschnittliche Auxinausscheidung von Krebskranken 
mit jener von gesunden Menschen iibereinstimmt. Da aber gerade 
bei unseren ersten Carcinomfillen die tigliche Auxinausscheidung 
relativ hoch war, kamen wir friihzeitig dazu, Carcinompriparate 
auf das Vorkommen von Auxinen zu priifen, 

Wir haben die Untersuchung zuniichst so vorgenommen, da 
aus den frischen Carcinompriparaten — die wir durch das freund- 
liche Entgegenkommen®*) verschiedener hollindischer Kliniken er- 
hielten — kleine Wiirfelchen des carcinomatésen Gewebes heraus- 
pripariert wurden, die wir dann bei der Wentschen Testreaktion 
an Stelle des Agar-Agar-Wiirfelchens auf den Koleoptilstumpf 
brachten. In der Tat erhielten wir hierbei in der Regel deutliche 
Kriimmungen der Pflanzen (meist zwischen 4—10°%. Dieser 
Wachstumseffekt war um so eindrucksvoller, als das den Priparaten 
anhaftende Normalgewebe gewoéhnlich keine derartige Reaktion 
gab. Die angewandte Methode hatte den Vorteil, daB man auch 


1) Die Versuche iiber das Vorkommen yon Auxinen sind yon dem 
an zweiter Stelle, jene iiber Wachstumsstoffe der ,,Bios“-Gruppe von dem 
an dritter Stelle genannten Autor durchgefiihrt. 

*) Diese Z. 220, 137 (1933). 

5) Wir danken vor allem Herrn Prof. Laméris und Herrn Dr. Nuboer, 
Utrecht, sowie Herrn Dr. van Rossen, Leiden. 


Hai ae egal 
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Uber das Vorkommen yon Auxinen usw. 


sehr kleine Gewebestiickchen priifen konnte, die bei der histo- 
logischen Untersuchung’) einwandfrei aus Krebszellen bestanden; 
bekanntlich bestehen ja die vom Chirurgen exstirpierten ,,Krebs- 
gewebe“ in der Regel nur zu einem kleinen Teil aus Krebszellen.’) 
Da wir im Winter 1932/33 nur wenig Carcinompriiparate erhalten 
konnten, haben wir Herrn Prof. H. Weyland gebeten, unsere 
Versuche im Physiologischen Laboratorium der I. G. Farben- 
industrie A.G., Werk Elberfela, nachzupriifen; wir verdanken ihm 
eine gréBere Anzahl von Fiillen, die wir weiter unten im AnschluB 
an unsere eigenen Versuche anfiihren. Wihrend in Elberfeld aus- 
schlieBlich nach dem obengenannten Verfahren (Anheften von 
Gewebestiickchen an den Koleoptilstumpf) gearbeitet wurde, haben 
wir selbst beim Vorliegen gréBerer Priiparate auch Extrakte be- 
reitet und diese ausgewertet. 


1. 30.11.31. Lupuscarcinom, 64jihr. Mann; Gewebestiickchen vom 
Inneren der Geschwulst rufen durchschnittlich eine Kriimmung von 
9°, vom AuBeren 3, 5 bzw. 4° hervor. Der wiBrige Kochextrakt ent- 
hielt 1000 AE pro g Geschwulst. 

2. 10.12.31. Lippencarcinom. 

Normalgewebe der AuBenseite 3°; Krebsgewebe 8°. WiaBriger Koch- 
extrakt 1000 AE pro g Geschwulst. 

3. 11.12.31. Darmkrebs, 46 jihr. Frau. Histologisch untersucht. 
Normalgewebe 0°; Fettgewebe 0°; AuBenseite der Geschwulst 4 bzw. 
6°; Inneres 7,5°. WiaBriger Kochextrakt 90 AE pro g Geschwulst. 

4, 13,12. 31. Unterschenkelbruch, 10 jihr. Junge. 

Haut- und Unterhautgewebe rufen keine Kriimmung hervor. 

5. 17.12.31. Mammacarcinon, histologisch untersucht. 
Kriimmungswinkel durchschnittlich 6°. 

6. 17.12.31. Quetschung des Unterschenkels, Infektion; 14jiihr. 
Junge. 

Gewebestiickchen rufen 3—7° Kriimmung hervor. 

7. 18.12.31. Haut und Unterhaut aus Narbe, 24 jihr. Mann. 
Gewebestiickchen rufen keine Kriimmung hervor. 

8. 19.12.31. Haut und Unterhaut aus Narbe, 8 jiihr. Miidchen. 
Gewebestiicken rufen 3° Kriimmung hervor. 

9. 24.12.31. Sarkom der Blase, 5 jihr. Miidchen. 

Gewebestiickchen rufen keine Kriimmung hervor. 

10. 28.12.31. Sarkom am Oberschenkel, 68 jiihr. Mann. 

Haut-, Muskel-, Fett- und Sarkomgewebe ruft keine Kriimmung hervor. 

ll. 26.1.32. Magencarcinom, 69jiéhr. Mann. Histologisch untersucht. 
Krebsgewebe durchschnittlich 8° (Blut 1350 AE pro eem, Harn 
110000 AE pro ccm, bzw. 1300 AE pro mg.) 





') Fir die histologischen Untersuchungen sind wir Herrn Prof. 
de Josselin de Jong und Herrn Dr. van Essen zu Dank verpflichtet. 
*) Vgl. auch Warburg, Naturw. 25, 1 (1927). 
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2.2.32. Magencarcinom, 67 jihr. Mann. Histologisch untersucht: 
Klinische und réntgenologische Untersuchung: Carcinom im Antrun 
pyloricum. Durchschnittlich 12,5°. Nach der histologischen Unter. 
suchung: a) Driisenreiches Adenocarcinom, gleiche Mengen Bindegewelhe 
und Epithel: Kriimmung 13°. b) Driisenreiches Adenocarcinom, etw, 
ebenso gebaut wie a), jedoch etwas zellreicher und mehr infiltriert: 
Kriimmung 12°. c) Zum gré8ten Teil nekrotisches Carcinom, mit ziem- 
lich viel Bindegewebe, etwas Lymphdriisengewebe und seitwiirts etwas 
Fettgewebe: Kriimmung 12,5°. 

(Blut 317 AE pro ecm; Harn 126000 AE pro cem, bzw. 317 AE pro g,) 
13. 2.32. Magencarcinom, 55 jihr. Mann. Histologische Unter- 
suchung: Adenoma maligna bzw. Adenocarcinom mit viel Schlein 
sekretion. Geschwulst- und Normalgewebe durchschnittlich 10° Kriimmung, 
(Blut 1620 AE pro cem; Harn 115000 AE pro cem, bzw. 9900 AE pro mg.) 
25. 3.32. Prostatacarcinom, 50 jihr. Mann. Histologische Unter- 
suchung: Tumor aus groBen epithelialen Zellen, welche das normale 
Gewebe durchwuchern und vernichten. Das Wachstum ist infiltrierend 
und es finden sich zahlreiche atypische Kernteilungen als AuBerung 
des schnellen Wachstums. Kriimmung durchschnittlich 8°. 

17.11. 32. Mammacarcinom, 42jiéhr. Frau. Histologisch untersucht. 
Geschwulstgewebe mit Aceton extrahiert: 150 AE pro g Geschwulst: 
normales Gewebe mit Aceton extrahiert: 210 AE pro g Gewebe. 
22.11. 32. Carcinom am Ohr, 65jihr. Mann. Histologisch untersucht. 
Acetonextrakt enthilt weniger als 180 AE pro g Geschwulst. 


Die folgenden Versuche sind in Elberfeld durchgefiihrt worden: 


18.1.32. Mammacarcinom (S. 18, Berlin), Metastase, sonst ohne 
Befund, insbesondere keine Infektionskrankheit. Deutlich positive 
Reaktion, Durchschnittswinkel 5,5°. 

18. 1.32. Dickdarmcarcinom (8.19, Berlin), Metastasen in der Leber, 
keine Infektionskrankheit. Wie das vorige Priparat 24 Stunden im 
Gefrierschrank aufbewahrt. Reaktion deutlich positiv, Durchschnitts. 
winkel 83°. 

18. 1,32. Mammacarcinom (S. 20, Berlin); sehr fett und stark nekro- 
tisch. Reaktion schwach, aber deutlich, Von 11 Keimen reagieren 
8 positiv, Durchschnittswinkel 3°. 

4.2.32. Darmecarcinom. Durchschnittswinkel 8,1°. 

15. 2.32. Hautearcinom (S. 24, Berlin); Durchschnittswinkel 3°. 
15. 2.32. Magencarcinom (S. 25, Berlin); positiv, Reaktion nur an- 


gedeutet. 
15. 2. 82. ™ (S.26, ,, ); Durchschnittswinkel 7,2". 
19. 2. 32. ” (S. 27, » 3 ” 4,6°. 


15. 2. 82. a (S.28, ,, ); : 3,9", 
15. 2.32. Gallertcarcinom des Dickdarms (S. 29, Berlin); Durch- 
schnittswinkel 11°. 

15. 2.32. Magencarcinom (3080, Elberfeld); Durchschnittswinkel 7,9”. 
15. 2. 32. ~ a m 6,2°. 
23. 2. 32. - (S. 30, Berlin); negativ. 


23. 2. 32. Duodenalearcinom ‘S.31, Berlin); Durchschnittswinkel 6,5°. 
23. 2.32. Sarkom (S. 32, Berlin); negativ. 
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32, 23. 2,32. Mammacarcinom (S, 33, Berlin); negativ. 

33, 15. 3. 32. -. ; Durchschnittswinkel 4,5°. 
34. 15. 3. 32. M re 1,1°. 
35. 15. 3. 32. 7” ; negativ. 

36. 15. 8. 82. - ; Durchschnittswinkel 4,4 °. 
37. 15. 3.32. Carcinom der Lippe; positiv, Reaktion nur angedeutet. 
38, 15. 3.32. Magencarcinom; negativ. 

39. 15. 3. 32. . ; Durchschnittswinkel 3,6°. 

40, 15. 3. 32. ™ : ” a”, 

41. 15. 3. 82. ‘s “ 4, 

(2. 15.3. 32. Duodenalcarcinom; Durchschnittswinkel 1,2°. 
43. 15. 3.32. Rectumcarcinom; negativ. 

44, 15. 3. 82. ~ ; Durchschnittswinkel 6,4 °. 
45. 15. 3. 82. a 10,6°. 
46. 15. 3. 32. ‘i ss 7,9°. 
47. 15. 3. 32. ‘ 2 82°, 
48, 15. 3. 32. ‘ . 19,4°. 
49, 15. 8. 32. . - 17°, 


Ferner wurde uns aus Elberfeld mitgeteilt, daB Gewebe- 
stiickchen aus Mausetumoren, und zwar auch aus Spontantumoren, 
beim Anheften am Koleoptilstumpf keine Kriimmung verursachten; 
Kaninchentumoren gaben in einzelnen Fiillen einen deutlichen 
Ausschlag. Die negativen Befunde bei den meisten tierischen 
Tumoren und bei einigen menschlichen Carcinomen kénnen darauf 
zuriickzufiihren sein, daB die Wuchsstoffkonzentration in diesen 
Fallen fiir die ,,.Kontaktmethode“ zu gering') war. Wir miissen 
jedoch auch mit der Méglichkeit rechnen, daB bei dieser Methode 
Begleitstoffe (KiweiB!), Wasserstoffionenkonzentration und eventuell 
auch mechanische Verhiltnisse eine Rolle spielen. 

Uberblickt man die Befunde bei menschlichen Carcinomen, 
so kommt man zu dem Ergebnis, da8 diese in der Regel kleine 
Mengen pflanzlichen Wuchsstoffs enthalten. Wie die erst in 
spaterer Zeit durchgefiihrten Versuche der voranstehenden Ab- 
handlung gezeigt haben, ist dieser Wuchsstoffgehalt fiir die carcino- 
matésen Gewebe nicht charakteristisch, da normale Organe wie 
zB. Darm und Niere unserer Versuchshunde mindestens ebenso 
groBe Mengen pflanzlichen Wuchsstoffs enthalten kénnen. Wenn 
trotzdem bei den menschlichen Darmcarcinomen das anhaftende 
Normalgewebe in der Regel frei oder arm an pflanzlichem Wuchs- 
stoff ist — vgl. z. B. Fall 3 — so ist dies wohl auf die vor der 
Operation durchgefiihrte Entleerung des Darms und die groBe 


) Die Methode scheint unterhalb eines Schwellenwertes von etwa 
150 AE pro g Gewebe zu versagen. 
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Ausscheidungsgeschwindigkeit des Auxins zuriickzufiihren. Man 
kommt zu der Vorstellung, daB Carcinomgewebe von den tiglich 
den Organismus passierenden Auxinen der Nahrung mehr zuriick- 
halt, als das normale Gewebe, aus dem es sich entwickelt hat: 
dies ist jedenfalls vorliufig die einfachste Annahme. Es sei in 
diesem Zusammenhang auf die interessanten Versuche von B. K ell- 
ner’) und B. Lustig hingewiesen. Diese Autoren haben den 
KinfluB der Ernahrung auf die chemische Zusammensetzung von 
Miuseimpfcarcinomen studiert und u. a. gefunden, daB die che- 
mische Zusammensetzung der Tumorlipoide durch die Ernihrung 
beeinfluBt wird; bei Verfiitterung von oleinreichen Fetten wurde 
eine Erhéhung der Jodzahl der Gesamtfettsiuren gefunden. 

Die Frage, ob die Auxine Einflu8 auf das physiologische 
Wachstum des tierischen Organismus haben, ist in der voran- 
stehenden Mitteilung diskutiert worden. DaB ,,der“ pflanzliche 
Wuchsstoff beim ungeordneten Wachstum der Tumoren eine 
spezifische Rolle spiele, war uns nach allen unseren Befunden 
sehr unwabhrscheinlich; jedenfalls schien in dieser Hinsicht grifte 
Vorsicht und Zuriickhaltung geboten. Wir haben deshalb unser 
Versuchsmaterial in Vortragsreferaten’) mitgeteilt, ohne besondere 
SchluBfolgerungen zu ziehen. LEinige Monate spiter erschien 
jedoch eine Mitteilung, die uns zwingt, die Angelegenheit aus- 
fihrlicher zu behandeln, als urspriinglich unsere Absicht war. 
E. Maschmann’) glaubte nimlich, den in Tumoren‘) durch die 
Wentsche Testreaktion nachgewiesenen pflanzlichen Wuchsstoff 
als ,,Wuchsstoff der bésartigen Geschwiilste“ ansprechen zu diirfen. 
Er stiitzte sich hierbei auf zwei Argumente; zunichst einmal 
sollten Wuchsstofigehalt und Wachstumsgeschwindigkeit der Tu- 
moren parallel gehen, da im ,,soliden, kriftig wachsenden Gewebe“ 
sich mehr Wuchsstoff finde als im nekrotischen. Wenn dieser 
bei Méausecarcinomen erhobene Befund allgemein zutrifft, so ist 
dies nach unserer Meinung noch kein Beweis fiir einen kausalen 
Zusammenhang. Nekrotisches Gewebe wird naturgemiB mit den 
von der Nahrung ins Blut gelangenden Auxinen weniger in Be- 
riihrung kommen als ,,solides* Tumorgewebe. Als zweites Argu- 
ment fihrt Maschmann an, daf ,,der Wuchsstoff der Koleoptil- 





) Biochem. Z. 254, 214 (1932). 

*) Chemisch Weekblad 29, 250, 317 (1932). 

8) Naturw. 20, 721 (1932). 

*) Maschmann hat in Ausziigen von tierischen Tumoren pflanzlichen 
Wuchsstoff nachweisen kénnen. 
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. J spitze“ nach Versuchen von H. v. Kuler’) und T. Philipson bei 
Hefe starke Zellvermehrung hervorruft. ,,Dauernde Zellteilung 
unter dem Einflu8 des Wuchsstoffes, der entweder von auBen her 
geliefert oder, was wahrscheinlicher ist, von Krebszellen produ- 


. | giert wird, geniigt, um das ungeordnete Geschwulstwachstum zu 
, erkliren.“ Gegen diese Schlu8folgerungen Maschmanns mubBten 
l wir Einspruch?) erheben, zumal das zweite Argument experimen- 
tell von uns bereits widerlegt war. Der eine von uns (B. T.) hat 
. untersucht, ob Lésungen von krystallisierten Auxinen EKinfluB auf 
Y die Zellvermehrung der Hefe besitzen. Die Versuche wurden 


nach den fiir die Auswertung von ,,Bios“-Priparaten beschriebenen 
Testverfahren durchgefiihrt und zwar durch Zihlung*) und durch 
e Triibungsmessung*), unter Verwendung der Niahrlésungen von 
. A.M.Copping®) und von T. Philipson’). Fiir die Versuche wurden 
e 3 verschiedene Hefen verwendet, und zwar eine Brennereihefe, Rasse M 
e vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin, eine Brauereiunterhefe 
n | aus derselben Quelle und endlich eine Bickereihefe ,,Koningsgist“ 
e | aus Delft. Unsere krystallisierten Auxinpriparate haben 
r )  keinen EinfluB auf die Zellvermehrung dieser Hefen. Um 
e | zu priifen, ob die Auxinpraparate zusammen mit irgendwelchen im 
n Hefekochsaft enthaltenen Faktoren ,,Bios“-Wirkung zeigen, wurde 
- |  Hefekochsaft mit und ohne Auxinzusatz ausgewertet; der Versuch 


r ist mit verschiedenen Konzentrationen wiederholt worden, die 
e | Zuwachswirkung entsprach jedoch immer jener des gewéhnlichen 
ff |  Hefekochsaftes. Es wurde dann weiter eine Auxinlésung unter 
» | Zusatz von Inosit gepriift und endlich noch Auxina einem Hefe- 
1] kochsaft zugesetzt, dem einer der ,,Bios“-Faktoren durch Kohle- 





1) Biochem. Z. 245, 418 (1932). 

or *) Vortrag auf der Tagung der Ges. dtsch. Naturforsch. und Arzte in 
st Mainz am 27. September 1932 [Naturw. 21, 17 (1933), und zwar 8. 21]. In 
der spiiter erschienenen ausfiihrlichen Mitteilung von Maschmann u. 
Laibach [Biochem. Z. 255, 446 (1932)] ist der oben zitierte Satz nicht 


- mehr enthalten. Es wire wiinschenswert gewesen, da8 der erstgenannte 
o- Fe Autor die Anderung seiner Ansichten deutlicher ausgesprochen hiitte; zahl- 
- reiche Zuschriften haben uns nimlich gezeigt, daB medizinische Kreise 
l- : sehr unter dem Eindruck der in dem zitierten Satz ausgesprochenen Deu- 


tung des Tumorwachstums standen. 

: ) Vgl. Philipson, Diese Z. 193, 21 (1930). 

*) Vgl. Williams, J. of biol. Chem. 83, 315 (1929). Wir ver- 
. wendeten ein Extinktiometer nach Prof. Moll. 

5) Biochemie. J. 23, II, 1050 (1929). 

®) Diese Z. 193, 21 (1930). 
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adsorption!) entzogen war. In den beiden letzten Fallen entsprach 
der Zuwachs jenem der Kontrollkulturen, die mit der gewodhn- 
lichen Nihrlésung angesetzt waren. Die oben zitierten Befunde 
diirften also auf die Anwesenheit von ,,Bios“-Faktoren ?) im Extrakt 
der Koleoptilspitzen zuriickzufiihren sein. 

Kine weitere Klarung iiber die Bedeutung der Auxine fiir das 
Tumorwachstum erhofften wir von Versuchen mitGewebekulturen. 

Zu unserer Freude hatte Herr Dr. Albert Fischer, Kopen- 
hagen, auch von sich aus den Wunsch, Auxinpriparate auf eine even- 
tuelle wachstumsférdernde Wirkung bei Gewebekulturen zu unter- 
suchen. Wir iibersandten zunichst ein aus Harn gewonnenes 
Hochvakuumdestillat von Auxin a, vom Reinheitsgrad 6 Millionen AK 
pro mg. Mit Schreiben vom 14. 12. 32 stellte uns Herr Dr.A. Fischer 
freundlicherweise nahere Angaben iiber den Ausgang der Versuche 
zur Verfiigung. Die Versuche hatten ein negatives Ergebnis. Das 
Wachstum von Herzfibroblasten im Nahrmedium wurde unter Zu- 
satz von verschiedenen Auxin a-Mengen gemessen, und zwar unter 
Bedingungen verschiedener Wachstumsgeschwindigkeit. Stellen- 
weise lieB sich nur eine Wachstumshemmung konstatieren, von 
einer Wachstumsférderung war keine Rede. 

In der letzten Zeit haben wir noch ein krystallisiertes Prii- 
parat von Auxin b aus Malz zur Priifung nach Kopenhagen 
gesandt. Das Praiparat war in Utrecht sterilisiert worden; nach 
Riicksendung der unverbrauchten Lésungen aus Kopenhagen war 
die Aktivitit bei der Wentschen Testreaktion kaum abgeschwicht, 
wibhrend sie im vorigen Fall nach dem Wiedereintreffen der Lé- 
sungen in Utrecht zuriickgegangen war. Mit Schreiben vom 22. 5. 33 
teilte uns Herr Dr. Albert Fischer mit, da& auch die Versuche 
mit dem krystallisierten Priparat von Auxin b negativ verlaufen 
waren. Eine wachstumsbeschleunigende Wirkung war weder bei 
Deckglas-, noch bei Flaschenkulturen von Herzfibroblasten fest- 


zustellen. 


1) Vgl. Miller, Eastcott u. Maconachie, J. amer. chem. Soc. 55, 
1509 (1933). 

*) Die ,,Bios“-Faktoren sind von verschiedenen Autoren noch vor 
kurzem yom ,,pflanzlichen Wuchsstoff‘ — den Auxinen — nicht scharf 
unterschieden worden. Neuerdings gebrauchen Nielsen u. Hartelius 
[(C. r. Lab. Carlsberg 19, Nr. 8 (1932)) die Bezeichnung ,,Wuchsstoft B“ 
fiir den Wuchsstoff, der die Trockensubstanzproduktion von Aspergillus 
niger beschleunigt. H.v. Euler und T. Philipson (Biochem. Z. 245, 429 
(1932)} haben vorgeschlagen, die pflanzlichen Wachstumsstoffe mit BP zu 
bezeichnen und mit Indices zu unterscheiden, 
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Da die Loslichkeit der Krystalle in Ringerlésung etwas geringer ist, 
als erwartet worden war, blieb bei der Bereitung der Ausgangslésung ein 
kleiner Riickstand ungelést, der vernachlissigt wurde. Der Einwaage (0,961 mg) 
entsprechend wiren die untersuchten Konzentrationen zwischen 0,016 bis 
0,66 mg-°/); die wirklichen Konzentrationen liegen etwas niedriger. 

Man kann diese Versuche nun natiirlich in verschiedener 
Weise varlieren — ob sich das Ergebnis hierbei ‘indert, ist fraglich. 

In dem Vortrag’) des einen von uns ist bereits auf folgendes 
hingewiesen worden: ,,Bekanntlich ist in Carcinomen auch die 
Konzentration des Follikelhormons’) erhéht; soweit wir bisher 
festgestellt haben, diirfte dies auch fiir den Gehalt an _,,Bios“ 
gelten, dessen Wirkung auf die Zellvermehrung der Hefe sicher- 
steht.“ Seither haben wir die Frage, inwieweit Ausziige aus mensch- 
lichen Carcinomen das Hefewachstum mehr beschleunigen, als 
entsprechend bereitete Ausziige des anhaftenden normalen Ge- 
webes, weiter untersucht. Es ist bereits seit langem bekannt’), 
daB Extrakte aus tierischen Geweben Wachstumsstoffe enthalten, 
die beschleunigend auf die Zellvermehrung der Hefe wirken. Ferner 
muB noch erwihnt werden, daB es sich bei ,,Bios“ nicht um 
einen einheitlichen Stoff, sondern um mehrere‘) ,,Faktoren“ handelt. 
Wir wollen in der vorliegenden Mitteilung von einer eingehenden 
Diskussion des ,,Bios“-Problems absehen, da wir beabsichtigen, 
die Verhaltnisse spater in allgemeinerem Zusammenhange zu be- 
sprechen. Nachdem wir gefunden hatten, da8 die Auxine nicht 
zu den ,,Bios“-Faktoren zu rechnen sind, ihr Vorkommen in Carci- 
nomen also nicht mit der Zellvermehrung der Hefe in Verbindung 
gebracht werden darf, ist die Feststellung von Interesse, daf in 
menschlichen Carcinomen in der Tat auch die Konzentration an 
,,Bios-Faktoren deutlich erhoht ist, und zwar gegeniiber jener in 
benachbartem Normalgewebe durchschnitilich wm 100°/,. Unsere 
Fille betreffen hauptsichlich Mammacarcinome; wir haben uns 
noch besonders davon iiberzeugt, daB der héhere Gehalt an ,,Bios“- 


1) Naturw. 21, 17 (1933), und zwar S. 21. 

*) Vgl. Laqueur und Mitarbeiter, Chem. Z. 1931, I, 2890, sowie Loewe 
und Mitarbeiter, Biochem. Z. 249, 443 (1932). Vgl. ferner die interessanten 
Befunde von Cook u. Dodds iiber Sexualhormone und krebserzeugende 
Verbindungen, Nature 131, 205 (1933). 

5) Wildiers, La Cellule 18, 313 (1901), sowie Devloo, ebenda 23, 
359 (1906) und Williams, J. amer. chem. Soc. 54, 3462 (1932). 

*) Williams u. Truesdail, J. amer. chem. Soc. 53, 4171 (1931), 
sowie Miller, Eastcott u. Sparling, Trans. roy. Soc.Canada III (3), 26, 
165 (1982), 
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Faktoren nicht durch einen geringeren Wassergehalt der Carcinom- 
gewebe vorgetéuscht wird (vgl. die Fille 14 und 15). 


Die untersuchten Carcinome stammen (mit Ausnahme von Fall 7) aus 
der Chirurgischen Universititsklinik, Utrecht; wir sind Herrn Privatdozent 
Dr. med. Nuboer, der die groBe Freundlichkeit hatte, die einzelnen Carcinom- 
priparate fiir uns auszulesen und von anhaftendem Normalgewebe abzu- 
trennen, zu besonderem Danke verpflichtet. 

Zur Bereitung der Extrakte wurde 1 g sehr fein zerschnittenes Gewebe 
mit 5 ccm Wasser versetzt und in einem mit Watte verschlossenen Kélbchen 
1/, Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde 
der Extrakt ultrafiltriert und mit destilliertem Wasser auf 5 ccm verdiinnt. 
Im Fall 1 ist durch Zihlung'), in allen anderen Fallen durch Triibungs- 
messung”) ausgewertet worden. Als Testobjekt verwendeten wir eine 
Brennereioberhefe, und zwar Rasse M vom Institut fiir Garungsgewerhbe, 
Berlin. Zur Durchfithrung der Testreaktion wurden Suspensionen dieser 
Hefe mit der nach A. M. Copping’) bereiteten sterilen Niahrlésung und 
mit verschiedenen Verdiinnungen der auszuwertenden Extrakte 5 Stunden 
im Thermostaten bei 30 + 0,5° geschiittelt. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 
die Kulturen mit m-Chlor-kresol-Liésung abgetétet und ihr Zuwachs durch 
Messung des Triibungsgrades im Mollschen Extinktiometer ermittelt. Als 
Saccharomyces-Einheit (SE) bezeichnen wir jene Menge des Gemisches der 
wirksamen ,,Bios‘‘-Faktoren, die einen Zellenzuwachs von 100°/, hervorruft, 
wenn die Einwirkung unter obigen Bedingungen auf 0,240 mg Hefe erfolgt. 


1. 25.4.32. Mammacarcinom. 63 jibhr. Frau. Histologischer Befund: 
Stark infiltrierendes Carcinomgewebe, das sich vor allem in den Lymph- 
wegen ausbreitet. Gehalt an ,,Bios“-Faktoren, durch Zellziéhlung er- 
mittelt, ungefiihr das 3fache gegeniiber dem Gehalt des Normalgewebes. 
3.11.32. Mammacarcinom. 50jéhr. Frau. Histologischer Befund: 
Carcinoma alveolare solidum simplex, mit mehreren groBen Lymphdriisen- 
metastasen. Carcinomgewebe 70 SE pro g; normales Driisengewebe 
27 SE pro g. Mehrgehalt an ,,Bios‘‘-Faktoren im Carcinom 160°/,, also 
2,6 fach. 

38. 4.11.32. Ohrearcinom. 52jahr. Mann. AuBerordentlich zellreiches 
Carcinom in sehr oedematésem Gewebe. Carcinomgewebe 73 SE pro g: 
Normalgewebe nicht erhiiltlich. 

4, 9,11,32. Mammacarcinom. 54 jihr. Frau. Carcinoma alveolare, teil- 
weise scirrhés; in einigen Achseldriisen sind Metastasen. Carcinom- 
gewebe 70 SE pro g; normales Driisengewebe 25 SE pro g; also 2,8 fach. 
Normaler Brustmuskel 39 SE pro g. 

Mit Ringerlésung bereitete Kaltextrakte: Carcinomgewebe 85 SE pro g; 
normales Driisengewebe 27 SE pro g, also 3,2 fach. Brustmuskel 40 SE 
pro g. 

5. 17.11.32. Mammacarcinom. 42jihr. Frau. Sehr zellreiches, klein- 

zelliges Carcinom mit Verbreitung lings den Ausfuhrgiingen und den 


bo 
° 


) Vgl. Phillipson, Diese Z. 193, 21 (1930). 
2) Vgl. Williams, J. of biol. Chem. 83, 315 (1929). 
8) Biechemic. J. 23, II, 1050 (1929). 
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. Lymphwegen. Keine Metastasen in den Lymphdriisen. Kochextrakte: 
Carcinomgewebe 67 SE pro g; normales Gewebe 49 SE pro g, also 


1,4 fach. 
6. 22.11.32. Ohrearcinom. 65 jiéhr. Mann. Hornkrebs. 
t Kochextrakt 84 SE pro g. Normalgewebe nicht erhiltlich. 


7. 19.11. 32. Mammacarcinom, aus Elberfeld. 
Kaltextrakt mit destilliertem Wasser 63 SE pro g. 


Kochextrakt ,, ~ - wr xe a 8 
, “ » 1°/,iger Essigsiure 75 ,, ,, g. 
8. 24.11.32. Mammacarcinom. 52 jiéhr. Frau. Carcinoma simplex mit 
e ausgebreiteten Achseldriisenmetastasen; viele Mitosen. Kochextrakte: 


Carcinomgewebe 66 SE pro g; normales Driisengewebe 26 SE pro g, 
also 2,6 fach. 

9. 6.12.32. Ohrearcinom. 75jiéhr. Mann. Hornkrebs. 

Kochextrakt: Carcinomgewebe 105 SE pro g. 

i0. 20.12.32. Mammacarcinom. 46 jihr. Frau. Adenocarcinom mit sehr 

groBen, diuBerst zellreichen Driisenmetastasen. Kochextrakte: Carcinom- 

gewebe 67 SE pro g; normales Gewebe 25 SE pro g, also 2,8 fach. 

' 11. 25.1.33. Mammacarcinom. 57 jihr. Frau. Carcinom, teilweise 

scirrhés, teilweise Carcinoma simplex; keine Achseldriisenmetastasen. 

Kochextrakte: Carcinomgewebe 90 SE pro g; normales Driisengewebe 
58 SE pro g, also 1,6fach. 

’ 12. 7.2.33. Mammacarcinom. 47jihr. Frau. Carcinom mit viel Ent- 
ziindung; das Carcinom wiichst sehr unregelmibig und hat sehr groBe 
Lymphdriisenmetastasen, die im Bau ungefihr mit dem urspriinglichen 
Tumor iibereinstimmen. Kochextrakte: Carcinomgewebe 86 SE pro g; 
normales Driisengewebe 44 SE pro g, also 1,9 fach. 

13. 7.2.33. Mammacarcinom. 47jihr. Frau. Scirrhéses Carcinom mit 
sehrzellreichen Driisenmetastasen; sehr maligne. Kochextrakte: Carcinom- 
gewebe 124SE pro g; normales Driisengewebe 69 SE pro g; 1,8 fach. 

i4. 3.5.33. Mammacarcinom. 51jihr. Frau. Scirrhés, mit ausgebreiteten 

Metastasen in den Achseldriisen. Kochextrakte: Tumor 190 SE pro g; 

normales Driisengewebe 96 SE pro g; 2,1fach. Trockengewichte der 

Gewebe: Tumor 53,3°/,; normales Driisengewebe (sehr fettreich) 76 °/,. 

15. 29.5. 33. Mammacarcinom. 52 jihr. Frau. Trabecularcarcinom, teil- 
weise Carcinoma simplex, teilweise scirrhés mit ausgebreiteten Achsel- 
metastasen. Kochextrakte: Tumor 95 SE prog; normales Driisengewebe 
40 SE pro g; 2,4fach. Trockengewichte: Tumor 50,2°/,, normales 
Driisengewebe (sehr fettreich) 67,4°/,. 

16. 138.6.33. Mammacarcinom. 82 jihr. Frau. Sehr zellreich; grob- 
zelliges Alveolarcarcinom mit sehr viel Mitosen; keine Metastasen in 
den Achseldriisen. Kochextrakte: Tumor 72 SE pro g; normales Driisen- 
gewebe 28 SE pro g; 2,5 fach. 


Von den 16 Carcinomfillen konnte bei 12 Priparaten an- 
haftendes Normalgewebe mit untersucht werden; der Gehalt an 
,,Bios“-Faktoren war in diesen 12 Carcinomgeweben im Mittel das 
2,3 fache. Aus den Carcinomfillen 2—16 errechnet sich ein mitt- 
lerer Gehalt von 89 SE pro g, aus 11 Normalgeweben ein Durch- 
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ant 


schnittswert von 44,3 SE pro g; hiernach ist der Gehalt der 


Carcinomgewebe im Mittel um 100°/, héher. Berechnet man auf 


Trockengewichte (vgl. die Fille 14 und 15), so betragt der Gehalt 
an ,,Bios“-Faktoren bei den Carcinomen das 2,8 fache. Wir werden 
weiterhin untersuchen, ob ein solches Verhiltnis auch bei anderen 
Carcinomen angetroffen wird. 

Natiirlich haben wir auch die Bearbeitung der Frage in 
Angriff genommen, wie weit im normalen tierischen Organismus 
Schwankungen des Gehalts an ,,Bios“-Faktoren auftreten. Dariiber 
wird spiter in Gemeinschaft mit Herrn W.van Hasselt berichtet 
werden; heute sei jedoch bereits darauf hingewiesen, daB z. B. 
zwischen einzelnen Organen des gesunden Organismus hinsichtlich 
des Gehalts an ,,Bios“-Faktoren Schwankungen in ahnlicher GréBen- 
ordnung angetroffen werden. 


SchluBbemerkungen. 


Fiir die Zellphysiologie ist es sicher von Interesse, daB in 
menschlichen Carcinomen pflanzliche Wachstumsstoffe in héherer 
Konzentration vorkommen als in benachbartem Normalgewebe, 
zumal dies nun nicht nur fiir die Auxine gilt, deren Wachstums- 
wirkung durch die an der Haferkoleoptile hervorgerufene Zell- 
streckung gemessen wird, sondern auch fiir die Wachstums- 
faktoren der ,,Bios“-Gruppe, deren Wirkung durch die an Hefe 
hervorgerufene Zellvermehrung bestimmt wird. 

Durch die Versuche von A. Fischer, Kopenhagen, hat sich 
ergeben, das Auxin a und b bei Gewebekulturen von Herzfibro- 
blasten das Wachstum nicht beférdern. Wenn die Auxine im 
Carcinomgewebe iiberhaupt eine Wirkung ausiiben, so wird diese 
nicht ursichlich fir das Tumorwachstum verantwortlich sein, 
sondern mit-einer allgemeinen zellphysiologischen Funktion der 
Auxine iibereinstimmen. 

Die Frage, welche Rolle die ,, Bios“-Faktoren im tierischen 
Organismus spielen, ist noch sehr viel weniger geklirt. Nach den 
oben angedeuteten Erfahrungen, die wir iiber den ,,Bios“-Gehalt 
verschiedener Organe und Gewebe gemacht haben, glauben wir 
auch hier nicht eine spezifische Bedeutung fiir das Tumorwachstum 
annehmen zu diirfen; dagegen ist eine allgemeine zellphysiologische 
Funktion der ,,Bios“-Faktoren fiir das tierische Wachstum durch- 
aus in Betracht zu ziehen. 
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Uber die Isolierung des Co-Ferments T der Glykolyse 
aus normalem Gewebe. 


Von 
Heinrich Kraut und Ferdinand Borkowsky. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1933.) 


Durch Extraktion von Tumoren gewinnt man Liésungen, die, 
ohne selbst glykolytische Wirksamkeit zu besitzen, die Milch- 
siurebildung von Gewebe, z. B. von Nierenschnitten, betriichtlich 
erhéhen.') Sie enthalten ein Co-Ferment der Glykolyse; aber dieses 
unterscheidet sich nach den Untersuchungen von E. Bumm und 
Kk. Fehrenbach yon allen bisher beschriebenen Teilfermenten 
des glykolytischen Apparates.*) Es ist ohne Wirkung auf den 
Abbau des Glykogens, und es beschleunigt nicht den durch Zu- 
satz von Hexokinase erméglichten Abbau von Glucose in den 
Kxtrakten aus tierischem Gewebe.*) Durch das Co-Ferment aus 
Tumoren, das wir als Co-Ferment T bezeichnen, wird vielmehr 
ein Abbau der Glucose eingeleitet, welcher nicht iiber die normale 
Awischenstufe von Hexose-Phosphorsiure verliuft. 

Auf diesen Vorgang der Glucosespaltung, bei dem das Co- 
Ferment T mitwirkt, beziehen sich die Angaben unserer Ab- 
handlung iiber das glykolytische Vermégen verschiedener Organe 
und seine Abhingigkeit vom Co-Fermentgehalt.*) Bei allen damals 
untersuchten Teilen des tierischen Organismus bewirkt der Zu- 
satz von Tumorextrakten eine Steigerung des Glucoseabbaus, die 
iibrigen Fermente dieses Abbaus sind also reichlicher als das 
Co-Ferment T vorhanden. Nur die rote Muskulatur besitzt nach 
den Befunden von Bumm und Fehrenbach nicht den mit dem 


') N.Watermann, Arch. Néerl. de Physiol. 9, 573 (1924); Brit. Journ. 
of exper. Path. 6, 300 (1925); H. Kraut u. E. Bumm, Diese Z. 177, 125 (1928). 
*) Diese Z. 1938, 238 (1930); 195, 101 (1931). 

‘) O. Meyerhof, Naturwiss. 14, 1175 (1926); Biochem. Z. 183, 176 (1921). 
*) Diese Z. 184, 196 (1929). 
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Co-Ferment T zusammenwirkenden Fermentkomplex. Ihre Glyko- 
lyse erfihrt durch seinen Zusatz keine Steigerung. Die meisten 
Extrakte aus normalen Organen enthalten das Co-Ferment T in 
wechselnden Mengen, die allerdings nicht diejenigen der Tumoren 
erreichen. Bei der umstindlichen Beschaffung des Tumormaterials 
ist es fiir die Untersuchung der Wirksamkeit des Co-Ferments 7 
notwendig, das Verfahren der Gewinnung aus Tumoren auf die 
Darstellung aus einem einfacher und in gréBeren Mengen zur 
Verfiigung stehenden Material umzustellen. Der Gehalt an Co- 
Ferment T ist am gréBten in den Extrakten der grauen Gehirn- 
substanz und der Milz. Aus den mit Aceton und Ather ge- 
trockneten Organen von Rindern konnten wir es z. B. mit n/100- 
Ammoniak extrahieren. Da diese Lisungen nicht bestiindig sind, 
fallt man sie am besten sogleich nach der Gewinnung mit Alkohol 
und erhilt dadurch bestindige Trockenpulver. Sie lésen sich beim 
Verreiben mit Wasser nur zu ungefihr '/,—'/, auf, aber die 
Lésungen enthalten fast das ganze Co-Ferment T. 

In diesen Extrakten aus den Alkoholniederschligen macht 
sich noch viel starker, als wir es friiher bei Tumorextrakten beob- 
achtet haben, die Gegenwart eines Hemmungskérpers der Glyko- 
lyse bemerkbar. Nur in einem sehr beschrinkten Umfang be- 
fordern steigende Mengen dieser Extrakte die Glykolyse von 
Nierenschnitten, dariiber hinaus sinkt dann die Glykolyse wieder 
ab. Durch Behandeln mit Aluminiumhydroxyd 1laBt sich ein 
groBer Teil der hemmenden Substanzen binden, so daf die Rest- 
lésungen auch bei griéBeren Zusitzen starke Co-Fermentwirkung 
zeigen. Vo6llig hemmungskérperfreie Co-Fermentlésungen dar- 
zustellen ist allerdings noch nicht gelungen. Meist sind die er- 
haltenen Werte bei den Extrakten aus Rinderhirn giinstiger als 
bei der Milz. Zur Darstellung des Co-Ferments T ist daher die 
graue Gehirnsubstanz von Rindern das geeignete Ausgangsmaterial. 


Die Messung des Co-Ferments T. 


Zur Bestimmung des Co-Ferments T dient die Messung der 
Milchsiurebildung aus Glucose durch Schnitte von Rattennieren 
nach der Warburgschen manometrischen Methode unter anaeroben 
Bedingungen, niimlich im Gemisch von 95°/, Stickstoff und 5°/, 
Kohlensiiure. Wir messen die Glykolyse von Schnitten derselben 
Niere in glucosehaltiger Ringerlésung ohne und mit Zusatz von 
Co-Fermentpriparaten, und betrachten als Wirkung des Co- 
Ferments die Differenz der Milchsiiurebildung zwischen den beiden 
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Versuchen. Man bestimmt also den enzymatischen ProzeB der 
(o-Fermentwirkung, dessen chemische Bedeutung noch unbekannt 
ist, durch ein Produkt, welches unter der Mitwirkung von mindestens 
zwei weiteren Teilfermenten der Glykolyse, dem eigentlichen glyko- 
lytischen Ferment und der Methylglyoxalase entsteht. Nur da- 
durch, daB in der Niere das Co-Ferment T den begrenzenden 
Faktor des Glucoseabbaus bildet, ist es méglich, aus dem Zu- 
sammenwirken der verschiedenen Fermente einen RiickschluB auf 
die Menge des zugesetzten Co-Ferments zu ziehen. Von den 
Schwankungen und Schadigungen des iibrigen glykolytischen 
Apparates wird die Menge der gebildeten Milchsiure aber ebenso 
verindert wie von der Anderung der Co-Fermentmenge im Ver- 
suchsansatz; hierdurch wird eine groBe Unsicherheit in die Be- 
stimmung hineingetragen. Dazu kommt noch, dab gerade die 
Niere nach Bumm und Fehrenbach einen zweiten Weg des 
Glucoseabbaus besitzt, nimlich den der Glykogenspaltung, wohl 
unter Vermittlung einer tierischen Hexokinase. So ist es zu er- 
kliren, daB die Angaben iiber die Wirksamkeit des Co-Ferments T' 
weit auseinandergehen. 

I. Brooks und M. Jowett'), ebenso F. Pentimalli’) ist es 
nicht gelungen, durch Zusatz von Carcinomextrakten die Glykolyse 
von Nierenschnitten zu steigern, und die von O. Rosenthal’) 
beobachteten Steigerungen sind weit geringer als die in unseren 
friiheren Abhandlungen beschriebenen. Im Gegensatz dazu er- 
hielt G. Bostrém‘4), der die Wirksamkeit des Co-Ferments an 
Leberschnitten bestimmte, mindestens ebenso groBe Steigerungen 
der Glykolyse, als wir sie an Nierenschnitten beobachteten. Um 
die Unsicherheit der Co-Fermentbestimmung miglichst einzu- 
schrinken, haben wir die Bedingungen seiner Wirksamkeit an 
einem gréBeren Versuchsmaterial verglichen. Die hierzu ver- 
wendeten Co-Fermentpriiparate stammen alle aus Jensensarkomen 
von Ratten. Wir haben sie nach den Angaben von Kraut und 
Bumm dargestellt durch Trocknung der zerkleinerten 'Tumoren 
mit Aceton und Ather, Extraktion der Trockenpulver mit schwach 
ammoniakalischem Wasser und Fillung mit Alkohol. Die durch 
den Alkoholzusatz erzeugten Niederschliige, die das Co-Ferment T 
enthalten, sind langere Zeit unveriindert haltbar. Die Co-Ferment- 


') Biochemie. J. 22, 1413 (1928). 
*) Biochem. Z. 242, 233 (1981). 

*) Z. Krebsforschg. 32, 239 (1930). 
‘) Biochem. Z. 245, 85 (1932). 
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lésungen wurden daraus direkt vor den Versuchen durch Extrak. 
tion mit Wasser dargestellt. Die Angaben iiber angewandte 
Co-Fermentmengen beziehen sich auf die zur Extraktion ap. 
gesetzten Milligramm der Alkoholfaillungen. 

Der durch das Co-Ferment T eingeleitete Glucoseabbau yer- 
liuft ohne nachweisbare Zwischenstufe einer Hexosephosphor. 
siure, und Phosphatzusatz ist daher ohne EinfluB auf die Wirk. 
samkeit des Co-Ferments ‘I’. Die Niere besitzt aber die Hin- 
richtung, Glucose auch auf dem Wege iiber Hexosephosphorsiiure 
abzubauen, und dieser Teil der Glykolyse wird durch Phosphat 
beschleunigt. Bei dem wechselnden Phosphatgehalt der Nieren- 
schnitte und der Co-Fermentliésungen ist es notwendig, durch 
einen ausgleichenden Phosphatzusatz diesen zweiten Teil des 
Glucoseabbaus méglichst konstant zu halten. Die Tab. 1 zeigt 
die Milchsiurebildung von gewaschenen Nierenschnitten  (ver- 
schiedener Ratten) ohne und mit Zusatz von 0,04 ccm einer 
Lésung, die ein p,, von 7,4 und 0,09 mg P besitzt, zu je einem 
Nierenschnitt von 1—2mg ‘l'rockengewicht. Das ist ungefihr 
das 30fache des in den Nieren vorhandenen Phosphats. Dadurch 
werden die Milchsiiurequotienten der Nierenschnitte nicht nur er- 
héht, sondern auch ihre Schwankungen bedeutend verkleinert. 


Tabelle 1. 


Glykolyse gewaschener Nierenschnitte mit und ohne Zusatz 
von Phosphat. 


MQ.*) ohne Phosphatzusatz: 0,015 0,010 0,035 0,022 0,037 0,019 
durchschnittlich 0,023. 
MQ.*) mit Phosphatzusatz: 0,041 0,016 0,044 0,032 0,042 0,042 
durchschnittlich 0,036. 
*) MQ. = Milchsiurequotient. 

Kingehender haben wir die Wirkung des Auswaschens aui 
die Glykolyse der Nierenschnitte beobachtet. Das Waschen sollte 
vorhandenes Co-Ferment entfernen, um dadurch fiir die Messung 
des zugesetzten einen gréBeren Bereich zu schaffen. Die frischen 
Nierenschnitte wurden dazu sofort durch Baden mit 6—7 mal er- 
neuerter, 37° warmer Ringerlésung 15—20 Minuten lang gewascheu. 
Dabei ergaben sich merkwiirdige Unterschiede je nach dem Alter 
der Versuchstiere. Die Milchsiiurebildung der Nieren voll aus- 
gewachsener Ratten laBt sich niimlich fast immer durch das 
Waschen auf sehr kleine Werte herabdriicken und durch Zusat/ 
von Co-Ferment T wieder steigern. Die Nieren junger Ratten 
behalten dagegen mit groBer Hartniickigkeit ihre glykolytiscle 
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Wirksamkeit. Zufillig hatten wir in unseren friiheren Versuchen 
nur mit voll ausgewachsenen Tieren gearbeitet und daher diese 
Unterschiede nicht beobachtet. Die Milchsiiurequotienten der 
Nieren von 8 ausgewachsenen Ratten betrugen z. B. nach der 
Waschung zwischen 0 und 0,026 —,** <n tnanee 

mg ‘Trockengewicht x Stunde ’ 
schnittlich 0,009, wihrend wir friiher als héchsten Wert 0,0017 
heobachtet hatten. Dagegen besaBben die ebenso behandelten 
Nierenschnitte von 5 jungen Ratten noch Milchsiurequotienten 
yon 0,0616—0,029, durchschnittlich von 0,024. Fiir die Messung 
des Co-Ferments spielt aber die Auswaschbarkeit der Nieren- 
schnitte eine geringe Rolle. 

Die absoluten Steigerungen der Milchsiiurequotienten durch 
('o-Fermentzusatz sind niimlich nach der Tab. 2 bei den schlecht 
auswaschbaren Nieren nicht viel geringer als die Steigerungen bei 
den Nierenschnitten, deren Glykolyse durch das Waschen auf 
kleine Betriige herabgedriickt werden konnte. Darauf haben wir 
zu 12 ungewaschenen Nierenschnitten Co-Ferment zugesetzt und 
ebenfalls normale Steigerungen der Milchsiurequotienten beob- 
achtet (durchschnittlich 0,029). 


Tabelle 2. 
Die Wirkung des Auswaschens auf die Steigerungsfihigkeit 
der Glykolyse von Nierenschnitten. 





Durchschnittl. Steige- 


7. rung der MQ. nach 
— MQ. Zusatz von 2 mg 
der Fiille nach der Waschung Standardpriiparat 


pro Nierenschnitt 


6 0—0,0020 0,028 








31 0,0020—0,0250 0,030 
23 iiber 0,0250 0,018 


Trotzdem danach das Auswaschen iiberfliissig erscheint, haben wir es 
ls ein Kriterium fiir die Brauchbarkeit der Nieren zu Co-Fermentbestim- 
mungen beibehalten. Unter 92 Bestimmungen an Nieren, deren Milchsiiure- 
quotienten nach Waschung 0,025 und darunter betragen hatten, erfuhr 
nimlich nur eine einzige (mit MQ. 0,025) keine deutliche Steigerung durch 
Co-Fermentzusatz. Dagegen blieb unter 46 Nieren mit Milchsiurequotienten 
liber 0,025 nach der Waschung die Glykolyse in 6 Fillen durch Co-Ferment- 
zusatz unveriindert, und in 8 weiteren Fallen war die Steigerung geringer 
als 0,008. Bei der Bestimmung des Co-Fermentgehalts von Priiparaten kann 
man daher in denjenigen Fallen, in denen die Waschung keine Verminderung 
der Eigenglykolyse der Nierenschnitte unter MQ. 0,025 bewirkt hatte, beim 
Ausbleiben der Steigerung durch den Priiparatzusatz nicht sicher auf die 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, COXX, 12 
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Abwesenheit von Co-Ferment schlieBen, und auch beim Eintreten einer 
Steigerung kann man dies nur als den Nachweis einer unteren Grenze des 
Co-Fermentgehaltes der gepriiften Priiparate betrachten. 

Seit der Untersuchung von R, Willstatter und A. Stoll 
iiber Peroxydase wird die Reinigung der Enzyme geleitet von der 
quantitativen Kontrolle jeder priiparativen MaBnahme hinsichtlich 
der Ausbeute und des erzielten Reinheitsgrades. Dieses Verfahren 
stéBt bei der Isolierung des Co-Ferments auf die groBen Schwierig- 
keiten und Unsicherheiten der Mengenbestimmung. Die Steigerung 
der Milchsiurequotienten durch Zusatz von Co-Ferment zu 
glucosespaltenden Nierenschnitten ist kaum mehr als eine quali- 
tative Bestaitigung der Gegenwart von Co-Ferment. Die Fig. | 
zeigt die Steigerungen der Milchsiiurequotienten, die durch Zufuhr 
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Fig. 1. 
Steigerungen der Glykolyse von Nierenschnitten 
durch ein Standardpriparat aus Rattensarkomen. 


eines und desselben Co-Fermentpriparates aus Rattentumoren 21 
verschiedenen Nieren bewirkt wurden. Die Abszisse stellt die 
Mengen des Co-Ferments in Milligramm des Priparates pro 
Milligramm Trockengewicht der Nierenschnitte dar, wihrend die 
Ordinate die Differenzen der Milchsiurequotienten mit und ohne 
Co-Fermentzusatz verzeichnet. Die Streuungen sind ungeheuer, und 
nur ganz allgemein kann man sehen, daf gréBeren Co-Ferment- 
mengen auch gréBere Umsiitze entsprechen. 


Da nach diesen Beobachtungen angenommen werden muB, dab die 
Steigerungsfihigkeit der Glykolyse verschiedener Nieren bei Zusatz vou 
Co-Ferment sehr verschiedenen Umfang besitzt, war es fiir die Beurteilung 
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der Co-Fermentwirkung von Extrakten aus normalem Gewebe wiinschens- 
wert, einen Anhalt fiir die Steigerungsfihigkeit der zur Messung verwendeten 
Nierenschnitte zu bekommen. Wir haben daher in vielen Fallen neben der 
Messung unserer Priiparate auch noch zu einem Schnitt der betreffenden 
Niere den Extrakt aus 2 mg der Alkoholfillung eines Rattensarkoms zu- 
gefiigt. Im Durchschnitt von 37 Fillen bewirkten die 2 mg dieses Standard- 
priparates eine Steigerung der Milchsiiurequotienten von 0,030. Betrug die 
Steigerung der Milchséurequotienten durch das Standardpriiparat weniger 
als 0,020 oder mehr als 0,040, so vermerken wir im folgenden, daB die 
Messung an einer besonders schlecht oder besonders gut glykolysierenden 
Niere ausgefiihrt wurde. 


Darstellung von Co-Fermentpraparaten aus grauer Gehirnsubstanz 
von Rindern. 


Die glykolytische Wirksamkeit der Extrakte aus aceton-iither- 
getrockneter grauer Gehirnsubstanz ist derjenigen von ‘lumoren 
durchaus vergleichbar, wenn man sich auf die Anwendung von 
sehr kleimen Mengen beschrinkt. Z. B. steigern Extrakte aus 
2—4 mg Trockengehirn die stiindliche Milchsiurebildung von 
1 mg Nierenschnitt um 0,02—0,06 mg. Aber mit den Tumor- 
extrakten lassen sich unter giinstigen Bedingungen durch Zusatz 
eréBerer Mengen Steigerungen um 0,08 und dariiber hervorrufen, 
wiihrend gréBere Extraktmengen aus Grauhirn, z. B. aus 8 mg 
Trockenpulver, oft schon wieder kleinere Steigerungen hervorrufen 
als die Extrakte aus 2—4 mg. Im giinstigsten Fall erfolgte erst 
mit dem Extrakt aus 14 mg ein Absinken der Steigerung. 

Die Auflésung von 2 mg Alkoholfillung aus Rattentumoren 
diente uns als Standardpraiparat zur Kontrolle der glykolytischen 
Vihigkeiten der zur Messung verwendeten Nieren, da diese Menge 
eine im besten MeBbereich liegende Wirkung hervorrief, nimlich 
Milchsiurequotienten von durchschnittlich 0,030. Dieselbe Wirkung 
kann manchmal schon mit der Auflésung von 0,2—0,8 mg eines 
Alkoholniederschlages aus Grauhirnpriiparat erreicht werden. Aber 
ifters sinkt die Glykolyse bei der Anwendung von nur 0,3 mg 
Alkoholniederschlag pro Milligramm Nierenschnitt unter die mit 
kleineren Zusitzen erreichten Betrige ab, und Extrakte aus 1 mg 
Alkoholfiallung wirken fast immer viel weniger als geringere Zusiitze. 
In den Grauhirnpriaparaten findet sich also ein Hemmungskirper 
der Glykolyse, dessen EinfluB nur bei geringen Zusitzen nicht 
in der Lage ist, die Wirkung des Co-Ferments zu iiberlagern. 

Die Gehirne von Rindern werden méglichst bald nach der Schlach- 
tung von Haut und GefiBen befreit und die graue Rinde von der weiBen 
Gehirnmasse abgetrennt. Auch das weiBe Gehirn enthilt Co-Ferment T, 
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aber wesentlich weniger als das graue, so daB das Mitverarbeiten des weiBen 
Gehirns einen unn6tigen Ballast verursachen wiirde. Das abgetrennte Grau- 
hirn wird durch die Fleischmaschine — und der Brei mit der 
5 fachen Menge Aceton versetzt. Nach 2 Stunden trennt man die gelbe 
Flissigkeit ab und behandelt den Riickstand nochmals mit derselben Menge 
Aceton, dann mit dem Gemisch yon Aceton und Ather, schlieBlich 2 m: al 
mit reinem Ather. Dann wird das Trockenpulver an der Luft ausgebreitet, 
bis die Hauptmenge des Athers verdampft ist; der Rest wird durch Eya- 
kuieren entfernt. Die trockenen grauweifen Pulver werden in einer Schlag. 
miihle gemahlen. Man erhidlt so '/,—*/, des Frischgewichts an Trocken- 
pulver. Wir verarbeiteten stets Mengen von 400—700 g Grauhirn auf einmal, 
die aus 2—3 Rinderhirnen gewonnen wurden. Zur Extraktion der Trocken- 
pulver verwendeten wir die 25 fache Menge Fliissigkeit, entweder n/100-Essig- 
siure oder n/100-Ammoniak. Wiihrend wir friiher die Extraktionen der 
Trockenpulver aus Rattentumoren in 2 Stunden bei Zimmertemperatur aus. 
fiihrten, lassen wir jetzt die Suspensionen iiber Nacht im Eisschrank stehen. 
Es scheint, da8 dabei weniger Hemmungskérper in Lésung geht. Nach dem 
Abzentrifugieren und anschlieBendem Filtrieren versetzen wir die Lésung 
mit dem 8 fachen Volumen Alkohol. Manchmal ist es notwendig, das Aus- 
flocken durch Zusatz einer Spur Salz herbeizufiihren. Dann wird der Nieder- 
schlag abzentrifugiert, je 2mal mit Alkohol und mit Ather nachgewaschen 
und durch Evakuieren sorgfiltig getrocknet. 


Bei der sauren Extraktion der Aceton—Ather-Trockenpulver 
geht weniger Substanz und weniger Hemmungskirper in die 
Lésung und den Alkoholniederschlag als bei der ammoniakalischen. 
Aus 1 g Aceton—Ather-Trockenpulver erhielten wir bei zwei ver- 
schiedenen Grauhirnpriiparaten durch Extrahieren mit n/100-Essig- 
siure 28 und 40 mg Alkoholniederschlag, bei 5 Grauhirnpriparaten 
mit n/100-Ammoniak 53—105 mg Alkoholniederschlag, durch- 
schnittlich 70 mg. Allerdings ging von den sauer vorbehandelten 
Alkoholniederschligen beim Anriihren mit der 50—500 fachen 
Wassermenge etwas mehr (etwa 3/,) in Lésung als von den 
ammoniakalisch vorbehandelten (etwa '/,). Vom Gewicht der Aceton— 
Ather-Trockenpulver ist also nach _ Auflésen der Alkohol- 
niederschlige nur noch '/,,—1/,,, vorhanden. 


Das Grauhirnpriparat 1 verwendeten wir zur Prifung, o) 
saure oder ammoniakalische Extraktion der Aceton—Ather-Trocken- 
pulver fiir die weitere Verarbeitung der Alkoholniederschlige 
zweckmibiger ist. Die Tab. 3 verzeichnet die Steigerungen der 
Milchsaéurequotienten, die durch Zusatz verschiedener Priparat- 
mengen zu Nierenschnitten von 1 mg Trockengewicht erhalten 
wurden. Es ist deutlich, daB sowohl die urspriinglichen Extrakte, 
wie die wiederaufgelisten Alkoholuiederschlage bei dem sauren 
Verfahren héhere Steigerungen der Milchsiiurequotienten geben, 
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und daB diese Steigerungen auch noch bei Zusatz gréBerer Mengen 
anhalten, wahrend nach der ammoniakalischen Vorbehandlung 
z. B. schon die Lésung von 0,35 mg Alkoholniederschlag gar keine 
Steigerung der Milchsiurequotienten mehr hervorriet. 

Tabelle 3. 


1. Priparat aus Grauhirn. Vergleich von essigsaurer und 
ammoniakalischer ExtraktiondesAceton-Ather-Trockenpulvers. 
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Extrakt mit n/100-Essig- 2,8 21 4,0 49 
siiure 5,9 | 29 5,4 29 
Alkoholniederschlag 0,31 43 0,18 12 0,10 26 
0,63 18 0,28 | 15 0,25 | 14 
0,76 48 0,38 | 11 
Restlésung der Tonerde- 0,13 25 0,05 2 
adsorption 0,15 14 0,06 28 
0,17 29 0,11 20 
| 0,13 15 
Extrakt mit n/100-Ammo- 8,5 15 3,2 46 
niak 4,7 16 6,0 36 
2 
Alkoholniederschlag 0,22 8 0,04 ° 4 
0,35 1 0,07 11 
0,08 19 
0,17 34 
0,31 6 
— 
Restlésung der Tonerde- 0,09 28 0,13 17 
adsorption 0,16 40) 0,32 34 
0,42 . 30 
0,60 38 
0,76 41 
0,94 44 
1,20 13 
1,30 26 
1,60 5 











Die Milchsiurequotienten sind in y Milchsiure pro mg Trockengewicht 
und Stunde angegeben. 

Bis auf die mit einem *) versehenen Versuchsreihen sind die entsprechenden 
Reinigungsstufen der sauer und der alkalisch vorbehandelten Priparate an 
Schnitten derselben Nieren gepriift worden. 

Bei der mit **) bezeichneten Versuchsreihe wurden die Trockenpulver 
2 Stunden bei 20° extrahiert, bei den beiden anderen 16 Stunden bei 0°. 
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Oft erreicht man mit diesen Lisungen geringere Steigerungen 
der Milchsiurequotienten als mit den Extrakten der Aceton— 
Ather-Trockenpulver, aus denen sie hergestellt sind. Das Verhiiltnis 
des Co-Ferments zu dem Hemmungskérper muB sich also bei 
der Alkoholfaillung der ammoniakalischen Extrakte verschlechtert 
haben, sei es, daB der Hemmungskérper vollstindiger als das 
Co-Ferment ausgefallt wird, sei es, daB er durch diese Behandlung 
an Wirksamkeit zunimmt. 

Hierauf haben wir alle Lésungen der Alkoholniederschlige 
mit gealtertem Aluminiumorthohydroxyd (C,) versetzt (auf 1 mg 
Alkoholniederschlag je 1,4 mg Al,O, in insgesamt 1 ccm Fiiissig- 
keit). Nun andert sich das Bild vollstandig. Die Wirksamkeit des 
mit Essigsiure vorbehandelten Priparates steigt durch diese Be- 
handlung nicht mehr an, die des mit Ammoniak vorbehandelten 
wird sehr gesteigert und Mengen, die 1—2 mg Alkoholniederschlag 
pro Milligramm Nierenschnitt entsprechen, rufen oft noch keine 
Verminderung der Glykolyse hervor. Erst dariiber hinaus sinken 
die Milchsiurequotienten wieder ab. Die Tab. 4 zeigt die Wieder- 
holung derselben Versuche an zwei anderen Grauhirnpriiparaten. 


Tabelle 4. 


Grauhirnpraiparat 2 und 3. 
Vergleich der Restlésungen von Tonerdeadsorptionen 
nach saurer und ammoniakalischer Vorbehandlung. 








Priiparat 3 





Priparat 2 








ae “ réparat Steigerung Angew. ng * rdparat | Steigerung 
pro mg Trockengew. | der MQ. pro mg Trockengew. der MQ. 





des Nierenschnittes | des Nierenschnittes | 











Extraktion der Aceton-Ather-Trockenpulver mit n/100-Essigsiure, 
dann Alkoholfallung. 


0,17 18 0,09 D0 
0,33 26 0,33 27 
0,52 22 0,47 D5 
0,61 14 1,12 4 


Extraktion der Aceton-Ather-Trockenpulver mit n/100-NH,, 
dann Alkoholfallung. 


0,37 38 0,24 14 
0,58 | 27 0,55 15 
0,88 | 37 0,59 | 31 
1,16 | 66 1,28 | 42 

| 1,89 42 
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Auch hier sind die Aluminiumhydroxydrestlésungen mit ammonia- 
kalischer Vorbehandlung den Praparaten mit saurer Vorbehandlung 
deutlich iiberlegen. ‘Trotz des geringeren Reinheitsgrades der 
Extrakte ist es daher notwendig, die Aceton—Ather-Trockenpulver 
mit n/100-Ammoniak zu extrahieren, weil nur diese Lésungen 
sich fiir die weitere Reinigung durch Tonerdeadsorption eignen. 


Tabelle 5. 


pte 9 68 mit steigenden Mengen Aluminiumhydroxyd. 








Auf 1 mg Alkoholniederschlag des Grauhirnpriiparates Nr. 4 
wurden verw endet 














0,5 mg ALO, 0,75 mg Al, 205 Img Al,O, | 1,5 mg Al, O, | 3mg AL Me 
Angew. Angew. Angew. yr | Angew.| i Angew.| , AIC) 3 
Menge’), _— : | Menge ae Menge eS Menge se Menge MQ 
0,37 4 | 008 32 | 032 | 62 | 017 30 | 0,23 10 
0,57 | 43 | 029 | 10 | 0,78 | 52 | 0,47 | 40 | 0,41 | 17 
180 36 | 0,63 | 37 1,16 | 31 130 44 1,72 | 34 
0,70 24 1,82 | 35 150 11 210 | 30 














Die Tab. 5 veranschaulicht die Wirkung steigender Mengen 
von Aluminiumhydroxyd auf die Reinheit der Co-Fermentrest- 
lésungen. Es macht keinen groBen Unterschied, ob man auf 1 mg 
Alkoholniederschlag 0,5 oder 1,5 mg Al,O, verwendet, erst 3 mg 
Al,O, geben deutlich eine Verminderung der Co- Fermentwirkung. 
Die Geringfiigigkeit dieser Unterschiede beruht wohl darauf, daB 
die Adsorption zwei entgegengesetzt wirkende Faktoren neben- 
cinander erfaBt, den Hemmungskérper, der die Glykolyse herab- 
setzt, und das Co-Ferment T’, das sie steigert. 

Kinige Adsorptionsversuche mit Polyaluminiumhydroxyd A 
unterschieden sich nur wenig von denen mit gealtertem Aluminium- 
orthohydroxyd. Das letztere scheint eher mehr Hemmungskérper 
zu adsorbieren, 

Durch die beschriebenen Adsorptionsversuche ist die Méglich- 
keit gegeben, aus grauer Gehirnsubstanz Co-Fermentpriiparate 
herzustellen, von denen die Mengen der Tonerderestlisungen, die 
|, gelegentlich sogar 2mg Alkoholfillung entsprechen, die Glykolyse 
der Nierenschnitte von 1 mg Trockengewicht betrichtlich zu 


') Die angewandten Mengen der Restliésungen sind berechnet auf die 
ing Alkoholfallung, die zu den Adsorptionsversuchen angesetzt wurden. 

*) Besonders schlecht glykolysierende Niere. 
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steigern imstande sind. Die folgenden Angaben, die der typisch 
verlaufenen Darstellung unseres letzten Grauhirnpriparats ent- 
stammen, geben eine brauchbare Vorschrift zur Gewinnung wirk- 


samer Co-Fermentlésungen. 


560 g graue Gehirnsubstanz verarbeiteten wir nach der S. 179—180 ge- 
gebenen Vorschrift und erhielten 75 g Aceton-Ather-Trockenpriparat. Dieses 
wurde mit 1,9 Liter n/100-Ammoniak angeriihrt und unter gelegentlichem 
Umschiitteln 16Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Zur Alkoholfallung gaben 
wir 15 Liter Alkohol hinzu, und als nach einigen Minuten kein Niederschlag 
auftrat, noch eine Spur Ammoniumsulfat. Hierauf flockte das Priparat beim 
Umriihren aus, und der Niederschlag setzte sich in einigen Stunden zu Boden. 
Die Hauptmenge der Fliissigkeit konnte abdekantiert werden. Den Rest 
zentrifugierten wir und wuschen den Niederschlag in den Zentrifugen- 
bechern noch zweimal mit Alkohol und einmal mit Ather. Nach dem 
Trocknen im Exsiccator wog der grauweiBe Alkoholniederschlag 5,1 g. 

Zur weiteren Reinigung verrieben wir 40 mg dieser Alkoholfillung 
mit 2—3 cem Wasser, zentrifugierten nach 20 Minuten ab, filtrierten die 
triibe Lésung auf einer kleinen Nutsche und versetzten das Filtrat mit 
56 mg Al,O, eines gealterten Aluminiumorthohydroxydpriparates, und fiillten 
auf 4'/, eem auf. Dann wurde das Adsorbat auf der Zentrifuge abgetrennt. 
Die Fig. 2 zeigt die Wirksamkeit dieses Priparates bis zu den 1,06 mg 
Alkoholfallung entsprechenden Mengen der Restlésung. 
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Fig. 2. 
Typisches Co-Fermentpriparat aus Grauhirn. 


Die Haltbarkeit des Co-Ferments ist am gréBten in den 
Trockenpriparaten der Alkoholfallung. In %/, Jahren konnten 
wir keine Abnahme der Wirksamkeit beim Wiederauflésen der 
Trockenpulver feststellen. In den Liésungen der Alkoholnieder- 
schlage zerfillt das Co-Ferment immerhin viel langsamer als in 
den Extrakten aus den Aceton—Ather-Trockenpulvern. Die Lésung 
des Alkoholniederschlages aus Grauhirnpriparat 3 zeigte nach 
8 Tagen noch volle Wirksamkeit, nach 25 und nach 38 Tagen 
war immer noch ein Rest der Wirkung vorhanden. Die ent- 
sprechende Lisung des zuletzt beschriebenen Grauhirnpriiparates 
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besaB nach 18 Tagen noch starke Wirksamkeit. Dagegen zeigte 
dieses Priparat nach der Voradsorption mit Aluminiumhydroxyd 
eine verminderte Bestindigkeit. Nach 8 Tagen hatte es schon 
betrichtlich an Wirksamkeit verloren, und nach 21 Tagen war 
es vollkommen unwirksam. 

Je nach der angewandten Menge Aluminiumhydroxyd ist in 
den Restlésungen der Adsorption noch die Hilfte bis 3/, der 
Trockensubstanz vorhanden, die sich in den Ausziigen aus den 
Alkoholniederschligen befand. Obwohl man bei dem Mangel an 
einer quantitativen Bestimmungsmethode den erreichten Reinheits- 
grad nicht in Enzymwerten ausdriicken kann, ist doch erkennbar, 
daB man nach der Aluminiumhydroxydadsorption zur Erzielung 
von deutlichen Steigerungen der Milchsiurequotienten nur noch 
ungefihr den 150. Teil vom Gewicht der Aceton—Ather-Trocken- 
pulver anwenden muB. Trotz dieser starken Reinigung geben die 
Restlésungen der Aluminiumhydroxydadsorption noch fast alle 
KiweiBreaktionen, z. B. die Biuret-, die Xanthoprotein- und die 
Diazoreaktion nach Pauly. Mit Ferrocyankali in essigsaurer 
Lésung entsteht eine starke Fillung. Dagegen tritt kein Nieder- 
schlag beim Kochen mit und ohne Essigsiure auf, und auch die 
Schwefelblei- und die Ninhydrinreaktion fallen negativ aus. Mit 
Hilfe der Fehlingschen Probe lassen sich keine Kohlehydrate 
in den Lésungen mehr nachweisen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschatt 


danken wir fir die Férderung dieser Untersuchung durch ein 
Forschungsstipendium. 
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Uber das Co-Ferment der Glykolyse aus Tumoren. II. 
Von 
Erwin Bumm, Hans Appel und Pedro Coucetro.') 


(Aus der Staatlichen Frauenklinik Dresden.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1933.) 


Im Anschlu8 an eine Veréffentlichung von N. Waterman?) 
in der zum ersten Male die glykolyseférdernde Wirkung von Ge- 
schwulstextrakten beschrieben wurde, haben wir seit 1928 mehrere 
Untersuchungen iiber den im T'umorgewebe vorkommenden Gly- 
kolyseaktivator durchgefiihrt.*) Der Aktivator leB sich durch 
geeignete Verfahren aus dem T'umorgewebe abtrennen und vom 
groéBten Teil seiner Begleitstoffe, insbesondere von einem Hemmungs- 
kérper der Glykolyse befreien. Ein wichtiges Ergebnis unserer 
Versuche war weiter die Feststellung, daB sich die Wirkung des 
Aktivators spezifisch auf den Abbau der Glucose, nicht aber aut 
die Polysaccharidspaltung bezieht, und daB die GréBe der an- 
aeroben Milchsiurebildung aus Glucose im iiberlebenden Gewebe 
durch den jeweiligen Gehalt an Glykolyseaktivator begrenzt wird. 
Bei Geweben mit Glucosestoffwechsel lieB sich nimlich die an- 
aerobe Glykolyse durch Zusatz von gereinigtem Tumoraktivator 
stets erheblich itiber den Betrag des Normalumsatzes steigern, 
hiufig sogar bis auf Werte, die in der GréBenordnung der Car- 
cinomglykolyse lagen. Der Aktivator, der von uns in allen Glucose 
abbauenden Geweben und besonders reichlich im Tumorgewebe 
aufgefunden wurde, unterschied sich in seiner Wirkung eindeutig 
von den anderen Glykolyseaktivatoren Hexokinase und Co-Zymase, 
wir haben das Co-Enzym deshalb vorlaufig Co-Ferment T genannt. 

Diese Versuche sind in den letzten Jahren mehrfach nach- 
gepriift worden. Wihrend Brooks und Jowett‘) und Pentimalli’) 
keinerlei Co-Fermententwicklung in den Tumorextrakten feststellen 





') Stipendiat der Junta de Ampliacién de Estudios. 

*) Brit. J. exper. Path. 6, 300 (1925). 

*) Kraut u. Bumm, Diese Z. 177, 125 (1928); 184, 196 (1929); Bumin 
u. Fehrenbach, Diese Z. 198, 238 (1930); 195, 101 (1931). 

*) Biochemic. J. 22, 1413 (1928). 5) Biochem. Z. 242, 233 (1932). 
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konnten, sind unsere Resultate von Bostrém®) und z T. auch 
von Rosenthal’) bestatigt worden. Vor einiger Zeit hat nun 
Mendel§) in der Brenztraubensiure eine Substanz beschrieben, 
die eine dem Co-Ferment T ahnliche Wirkung auf die anaérobe 
Glykolyse von Rattengeweben hervorzurufen vermag. Durch Zusatz 
von kleinen Mengen der Ketosiure zur Suspensionsfliissigkeit lief 
sich der anaerobe Zuckerumsatz von iiberlebendem, stationirem 
Gewebe derart erhéhen, daB die normalen Zellen in vitro die 
elykolytische Wirksamkeit von Geschwulstzellen annahmen. Es 
selang Mendel auch, mit biologischen Bestimmungsmethoden nach- 
zuweisen, daB Tumorgewebe unter aeroben Bedingungen geringe 
Mengen Brenztraubensaure bildet. Damit gewann die Brenztrauben- 
siiure neben ihrer Kigenschaft als Intermediirprodukt des Zucker- 
abbaues plétzlich die Bedeutung eines echten Stoffwechselaktivators. 
Der Befund Mendels hat uns veranlaft, eingehende Vergleiche 
zwischen Co-Ferment T und Brenztraubensiiure anzustellen, iiber 
deren Ergebnis wir anschlieBend berichten. 

Wie wir friiher bei Verwendung gereinigter Co-Ferment- 
priparate®) gezeigt haben, nimmt die Glykolysegeschwindigkeit 
eines Gewebes mit steigendem Co-Fermentgehalt zuniichst propor- 
tional der zugefiigten Aktivatormenge zu. Diese Beziehung gilt 
so lange, bis wirklich das Maximum der Glykolyseintensitit er- 
reicht ist, von da ab bewirkt weiterer Co-FermentiiberschuB keine 
wesentliche Anderung der Spaltungsgeschwindigkeit mehr. Im 
Stadium der maximalen Aktivierung wird also die glykolytische 
Leistung eines Gewebes nicht mehr von Co-Ferment T’, sondern 
von einem anderen Teilfaktor des milchsiiurebildenden Ferment- 
komplexes begrenzt. Dieses Verhalten liBt sich nun zum Ver- 
gleich der Wirkungsweise von Co-Ferment T und Brenztrauben- 
siure heranziehen. Wenn das wirksame Prinzip der beiden Ver- 
bindungen identisch war, so muBte sich auch in beiden Fiillen 
die gleiche maximale Glykolyseaktivierung erzielen lassen. 

Als Versuchsmaterial haben wir graue Hirnsubstanz und 
Tumorgewebe von Ratten verwendet (‘lab. 1). Bei grauer Hirn- 
substanz nahm die Glykolysegeschwindigkeit sowohl. beim Zusatz 
von Brenztraubensaéure, als auch in Gegenwart von gereinigten 
Co-Fermentlésungen gegeniiber den Kontrollen durchschnittlich 


°). Biochem. Z. 245, 85 (1932). ”) Z. f. Krebsforschg $2, 339 (19381). 

*) Klin. Wschr. 10, 118 (1931). 

*®) Uber die Darstellung hemmungskérperfreier Co -Fermentlésungen 
vgl. Diss. R. Nefflen, Stuttgart 1932. 
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um 2—300°/, zu. Fir Parallelversuche an ein und demselben 
Gehirn war dabei der Betrag, um den sich die Milchséurebildune 
im einzelnen steigern lieB, stets derselbe, gleichgiiltig ob (Co. 
Ferment T, Brenztraubensiiure oder beide Aktivatoren neben- 
einander im Ansatz enthalten waren; in allen Fallen ergaben sich 
genau die gleichen Milchsiurewerte. Etwas anders liegen die Ver- 
haltnisse beim Tumorgewebe. Hier ist das glykolytische Leistungs- 
vermoégen bereits durch den hohen Kigengehalt an Co-Ferment 
volistiindig oder nahezu vollstiindig aktiviert. Dementsprechend 
fanden wir beim Zusatz von Brenztraubensiure und von (o- 
Ferment T keine oder nur unbetrichtliche Zunahmen der Tumor- 
elykolyse; wenn aber eine Glykolyseerhéhung iiberhaupt auftrat, 
so wurde sie stets mit beiden Aktivatoren in gleicher Weise lher- 
vorgerufen. 
Tabelle 1. 
Anaerober Glucoseumsatz von grauer Hirnsubstanz und Tumorgewebe in 
Gegenwart von gereinigtem Co-Ferment T und Brenztraubensiure. 




















: QN: M On Qu’ mit Co- 
Nr. | Gewebe hii fm i mit Co- mit Brenz- |Ferment T + Brenz- 
” “ Ferment T |traubensiure traubensiure 
1 | Gehirn 8,3 20,3 a 19,0 
2 3,5 — 18,0 15,3 
3 i 5,2 18,5 18,7 19,2 
4 m 7,8 16,0 17,8 ie 
E 10,5 ~ 27,4 26,4 
6 - 9,7 24,5 26,0 24,38 
7 i = 19,7 21,7 19,0 
8 “ 3,7 — 12,1 12,2 
9 | Sarkom 31,4 31,4 — _ 
10 a 33,2 35,5 34,1 si 
it : 35,2 36,6 ia oe 
12 a 31,8 29,2 32,1 - 
13 “i 28,2 33,1 32,7 _— 
14 23,4 | 25,5 26,8 i 

















Beim Tumorgewebe lat sich die iibereinstimmende Wirkungs- 
weise von Go-Ferment IT und Brenztraubensiure noch auf andere 
Art zeigen, Nach einer Beobachtung von Mendel ist niamlich 
Brenztraubensiure befahigt, die hemmende Wirkung von Glyceri- 
aldehyd auf die Tumorglykolyse aufzuheben. Wie wir festgestellt 
haben, vermag Co-Ferment T ganz im gleichen Sinne zu wirken 
(Tab. 2). In einem Versuchsansatz, in dem die Milchsiurebildung 
eines Tumorschnittes durch m/1000-Glycerinaldehydlésung auf etwa 
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den 4. Teil des Normalbetrages herabgesetzt war, kam die Glyko- 
lyse beim Zusatz von Co-Ferment T wieder in vollem Umfang in 
Gang. Die Hemmung der Tumorglykolyse, die in Gegenwart yon 
geringen Mengen Glycerinaldehyd eintritt, liBt sich also auch 
durch Co-Ferment T beseitigen. 


Tabelle 2. 


Anaerobe Glykolyse von Tumorgewebe in Gegenwart von m/1000-Glycerin- 
aldehyd und Co-Ferment T. 

aes ao Ge a 

ON Vy mit Vx; mit 

Nr. = Glycerin- Glycerinaldehyd 

ohne Zusats aldehyd + Co-Ferment T 

















28,2 7,4 26, 
2 23,4 8,3 25,5 
8 31,4 6,9 31,4 
4 26,0 10,0 23,5 
5 20,0 4,2 22,0 


Zum weiteren Vergleich der beiden Aktivatoren haben wir 
den KinfluB von Brenztraubensiure auf die Polysaccharidspaltung 
untersucht. Friihere Versuche hatten ergeben, da8 die aktivierende 
Wirkung von Co-Ferment T spezifisch bei solchen Geweben in 
Krscheinung tritt, die Glucose fiir ihren Stoffwechsel verwerten 
und bei denen sich der Zuckerabbau unter AusschluB einer inter- 
mediiren Phosphorylierung vollzieht. Gegeniiber der Glykogen- 
spaltung war dagegen Co-Ferment T vollig wirkungslos. In Analogie 
hierzu sollte man deshalb erwarten, da8 auch Brenztraubensiure 
keinerlei Kinflu8 auf den Polysaccharidabbau ausiibt, wenn wirk- 
lich Identitat mit Co-Ferment T gegeben war. Zur experimentellen 
Priifung dieser Frage eignet sich entweder ein Gewebe, das zu- 
gesetzte Glucose spontan nicht angreift, nach unseren Beobach- 
tungen z. B. quergestreifte rote Muskulatur von Kaninchen, oder 
aufbewahrte Extrakte von Kaninchenmuskel, die Glucose nicht 
mehr abzubauen vermigen, bei denen jedoch die Fiahigkeit zur 
Glykogenspaltung voll erhalten ist. In beiden Fallen bewirkte 
der Zusatz von m/1000-Brenztraubensiure stets die gleiche Milch- 
siiurebildung wie in den Kontrollen, und hieran iinderte sich auch 
nichts, wenn dem Ansatz an Stelle von Glykogen Glucose als 
Substrat zugesetzt wurde (Tab. 8 und 4). Im Gegensatz zum 
Glucoseabbau liBt sich also die Polysaccharidspaltung des Muskels 
oder des glykolytischen Muskelfermentes in Lisung weder durch 
srenztraubensiiure noch durch Co-Ferment T beschleunigen. 
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Anaerober Glykogenumsatz von rotem quergestreiftem Muskel in Gegenwart 
von m/1000-Brenztraubensiure. 


Tabelle 3. 
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Nr.| in Ringer 


mit Glykogen 


4+- Brenztraubensre. 


QS in Ringer 


mit Glykogen 











Un 
in Ringer 
mit Glucose 





l 2,8 
2 1,7 
3 4,2 
{ 2,9 
a) 5,0 
G 3,0 


Anaerober Glykogenumsatz von aufbewahrtem Kaninchenmuskelextrakt in 








Tabelle 4. 


35 1,9 
1,5 1.7 
3,9 “ 
3,0 

- 4,6 
3.3 544 





4. 


On in Ringer 
mit Glucose 
Brenztraubensre, 
2,1 
1.8 





Gegenwart von m/1000-Brenztraubensiiure. 





Nr. | Priiparat 
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2,0 
10,2 
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No . ): 
Var *) in Ringer 
mit Glucose 
Brenztraubens. 


1,9 
8,6 


6,9 


Die gleichartige Wirkungsweise der beiden Verbindungen 
kommt schlieBlich auch in ihrem Verhalten gegeniiber der aeroben 
Glykolyse deutlich zum Ausdruck (Tab. 5). In Sauerstoff fanden 


Tabelle 5. 


Aerobe Glykolyse yon grauer Hirnsubstanz in Gegenwart von Co-Ferment 7. 





Nr. 





ohne Zusatz 
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“| mit 
Co-Ferment T 
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wir z. B. bei grauer Hirnsubstanz fiir Parallelversuche mit und 
ohne Co-Fermentzusatz quantitativ dieselben Milchsiiurewerte, 
wihrend bei SauerstoffausschluB im aktivierten Ansatz stets er- 
heblich mehr Glucose gespalten wurde, als in den zusatzfreien 
Kontrollen. Beim Ubergang zu aeroben Versuchsbedingungen geht 
also die Aktivatorwirkung von Co-Ferment T auf die Glykolyse 
yollstiindig verloren. m/1000-Brenztraubensiiurelisungen verhalten 
sich, wie Mendel?) gezeigt hat, genau ebenso, sie sind aero) 
ohne EinfluB auf die Geschwindigkeit der Milchsiiurebildung. 

Der eingehende Vergleich von Co-Ferment T’ und Brenz- 
traubensiiure zeigt also, daB der zuerst im 'umorgewebe auf- 
cefundene Glykolyseaktivator unter den verschiedensten Versuchs- 
hedingungen quantitativ dieselbe Wirkung auf den Spaltungsstoff- 
wechsel iiberlebenden Gewebes auszuiiben vermag, die sich auch 
bei Verwendung kleinster Mengen von Brenztraubensiure erzielen 
liBt. Aus der vollig iibereinstimmenden Wirkungsweise der beiden 
Verbindungen glauben wir deshalb den SchluB ziehen zu kénnen, 
daB Co-Ferment T und Brenztraubensiiure auch chemisch mit- 
einander identisch sind. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sind wir fiir die Unterstiitzung dieser Untersuchung zu grobem 
Dank verpflichtet. 


’) Z, angew. Chem. 45, 133 (1932), 
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Uber die Trennung von Co-Ferment T und Phosphatase. 
Von 
H. Kraut und F. Borkowsky. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Kajser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1933.) 


Das Co-Ferment T der Glykolyse, dessen Darstellung aus 
grauer Gehirnsubstanz die vorangehende Abhandlung!) beschreibt, 
wirkt nach den Untersuchungen von E. Bumm und K. Fehren- 
bach nicht auf den Abbau von Glykogen, sondern nur auf den 
von Glucose ein, und dieser verliiuft nicht iiber die Zwischenstufe 
einer Hexosephosphorsiiure. Diejenigen Organe, die nur Glucose 
zu glykolysieren imstande sind, bauen namlich Hexosephosphor- 
siure nicht zu Milchsiure ab. Immerhin bestand die Méglichkeit. 
daB das Co-Ferment T doch auf Teilstufen des Glykogenabbaues 
einwirkt, wenn diese von anderen Fermenten der Glykolyse kataly- 
siert werden. Wir haben daher gepriift, ob die Spaltung von 
Hexosephosphorsiureester durch Phosphatase (aus Schweinenieren) 
durch den Zusatz von Co-Ferment T-Praparaten beeinfluBt wird. 
Wir fanden eine vollstindige Hemmung der Spaltung von Hexose- 
diphosphat durch Extrakte aus dem Grauhirn von Rindern, und 
es war daher zu entscheiden, ob diese Beobachtung im Zusammen- 
hang mit dem Gehalt dieser Extrakte an Co-Ferment 7’ stehe, 
ob also das Co-Ferment 'l’ denjenigen Weg der Glykolyse, den es 
selbst nicht katalysiert, durch seine Gegenwart verhindere. 

Als Substrat der Phosphatase verwendeten wir Calciumfructosediphos- 
phat, das man am besten nach der Vorschrift von C. Neuberg und 
S. Sabetay?”) aus dem pharmazeutischen Priiparat Candiolin darstellt. 1m 
Candiolin ist die Fructosephosphorsiiure noch mit etwas EiweiB und mit 
anorganischem Phosphat verunreinigt. Das Verfahren der Reinigung berulit 
hauptsiichlich darauf, daB das Calciumfructosediphosphat beim Erwiirmen 
seiner wiBrigen Lésung auf 70° in eine in Wasser schwer lésliche Modi- 
fikation iibergeht. Man lést zuerst das Candiolin in Salzsiiure, versetzt unter 


Kiskiihlung mit iiberschiissiger Natronlauge, filtriert das ausgefillte Calcium- 
phosphat ab, neutralisiert genau mit Salzsiiure und erwiirmt auf 70°. Da- 


1!) H. Kraut u. F. Borkowsky. Uber die Isolierung des Co-Fer- 
ments T aus normalem Gewebe, Diese Z. 220, 173 (1933). 
*) Biochem. Z. 161, 240 (1925). 
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durch fillt in nicht sehr guter Ausbeute die schwer lisliche Modifikation des 
Calciumfructosediphosphats aus. Nach einmaliger Wiederholung dieses Ver- 
fahrens erhiilt man ein wesentlich reineres Produkt, das immer noch 5—7°/, 
der Phosphorsiiure als anorganisches Phosphat enthiilt. Wir haben beob- 
achtet, daB es zweckmiBiger ist, schon vor dem Neutralisieren der iiber- 
schiissig zugesetzten Natronlauge kurz auf 70° zu erwiirmen: dabei fillt 
ein amorpher Niederschlag aus, der fast kein Calciumfructosediphosphat 
enthilt. Offenbar tritt bei alkalischer Reaktion die Umwandlung in die 
schwer lésliche Modifikation nicht oder nur sehr langsam ein. Die klar fil- 
trierte Lésung neutralisieren wir nach dem Abkiihlen genau und erwiirmen 
sie wieder auf 70°. Nun fallt sofort das Hefosediphosphat aus. Die Ausbeute 
ist groBer (10—12°/, des angewandten Candiolins), und der Reinheitsgrad 
besser (schon nach der ersten Fiillung nur noch 1—2°/, anorganisches Phos- 
phat). Das feste Calciumfructosediphosphat erhalten wir nach den Angaben 
von Neuberg und Sabetay durch Alkoholfillung. Zu den Versuchen 
mu es dann wieder in die lésliche Form iibergefiihrt werden. Wir lésen 
in der Kilte in n/10-Essigsiure und neutralisieren méglichst rasch, um eine 
Abspaltung von Phosphorsiure zu verhindern, mit Natronlauge gegen 
Bromthymolblau. 

Zur Bestimmung der in den Versuchen aus der Hexosephosphorsiure 
abgespaltenen Phosphorsiiure bedienen wir uns der Methode der Molybdiin- 
siure-Strychninfillung nach Kleinmann, die von G. Embden’) aus- 
gearbeitet wurde. G. Embden schreibt dafiir EnteiweiBung nach Schenck 
mit Trichloressigsiiure vor, da durch das Alkaloid eine Eiweibfillung ein- 
tritt. Die Trichloressigsiure bewirkt aber auch bei vorsichtigem Arbeiten 
eine merkliche Spaltung des Fructosediphosphats. Wir ziehen es daher vor, 
die geringe EiweiBmenge gar nicht zu entfernen, sondern direkt nach dem 
Vermischen der Spaltungsansiitze eine Probe zu entnehmen, um darin den 
durch das EiweiB und das in den Fermentpriiparaten stets vorhandene an- 
organische Phosphat entstehenden Niederschlag quantitativ zu bestimmen. 
Den gefundenen Wert, der zwischen 5 und 8°/, des gesamten Phosphats 
betriigt, ziehen wir von den nach der Spaltung ermittelten Phosphorsiiure- 
werten ab. Der Rest stellt dann die durch die Phosphatase aus der orga- 
nischen Bindung abgespaltene Phosphorsiiure dar. 


Die Phosphatase stellten wir nach dem Verfahren von H. Erdtman’) 
durch Autolyse von frischer zerkleinerter Schweineniere unter Zusatz des- 
selben Volumens Wasser und von Toluol dar. Wir lieben die Autolyse bei 
30° 36 Stunden lang gehen und trennten dann das Autolysat durch ein Sieb 
vom Ungelésten. Die triibe Lésung fillten wir mit der doppelten Menge 
Alkohol. Der getrocknete Niederschlag wog den 12. Teil der frischen Niere. 
Den Niederschlag schiittelten wir vor dem Versuch 1'/, Stunden lang mit 
der 40 fachen Menge 0,85°/, iger Kochsalzlisung. Die erste Darstellung war 
wenig wirksam. Mit 25 mg des zweiten Priiparates erhielten wir aus 20 mg 
Calciumhexosediphosphat bei 30° in 12 ccm Gesamtvolumen folgenden 
Spaltungsverlauf: 


i"), 3 6 12 24 Stunden 
9 11 14 21 38°/, Spaltung. 
‘) Diese Z. 118, 138 (1921). 2) Diese Z. 172, 182 (1927). 
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Um den EinfluB des Co-Ferments T auf die Wirkung der 
Phosphatase zu prifen, versetzten wir den Extrakt aus 25 mg 
Phosphatasepriparat mit demjenigen aus 20 mg einer Alkohol- 
fallung aus Grauhirnextrakt, die einen normalen Gehalt an Co-Fer- 
ment T besaB. Dieses Gemisch lieBen wir 40 Stunden auf 20 mg 
Calciumfructosediphosphat einwirken. Die Spaltung blieb fast voll- 
kommen aus (0,7°/, Spaltung). Der Extrakt aus grauer Gehirn- 
substanz enthalt also einen Hemmungskérper der Phosphatase. 

Es ist bekannt, daB inv Muskelextrakt die Wirksamkeit der 
Phosphatase durch Zusatz von Natriumfluorid aufgehoben wird.) 
Wir waren daher durch die Beobachtung iiberrascht, daB die Spal- 
tung von Hexosediphosphat durch Nierenphosphatase bei Zugabe 
von Natriumfluorid sich erhéht. Bei unserem wenig wirksamen 
ersten Priparat war diese Steigerung sehr deutlich. Der Spaltungs- 
grad von 20 mg Calciumfructosediphosphat (40 Stunden, 30°, 12 ccm) 
durch 25 mg Phosphatasepriparat stieg z. B. von 13,1 auf 26,4°/, 
in Gegenwart von n/5-Natriumfiuorid, in einem zweiten Versuch 
von 17,1 auf 29,4°/,. Der Zusatz von Natriumfluorid war nun 
auch imstande, die Hemmung der Phosphatase durch den Grau- 
hirnextrakt vollstandig zu tiberwinden: 25mg Phosphatase + 20 mg 
Alkoholfallung aus Grauhirn in n/6-Natriumfluorid spalten 30 mg 
Hexosediphosphat in 40 Stunden zu 29,2°/,. 

Auffallenderweise wies aber auch das Co-Fermentpriiparat selbst 
in Natriumfluoridlésung schwache Phosphatasewirkung auf. In 
40 Stunden stellten wir eine Spaltung von 4°/, fest, die schon 
deutlich auBerhalb der Fehlergrenze liegt. Das lieB vermuten, 
da8 die Hemmung der Phosphatase nicht durch das Co-Ferment T 
selbst verursacht werde. 

Tatsachlich verschwand durch die ReinigungsmaBnahme des 
Co-Ferments, die wir auf die Alkoholfallung folgen lassen, nimlich 
durch Voradsorption mit Aluminiumhydroxyd, jede Hemmung der 
Phosphatspaltung. Nun trat aber die gegenteilige Wirkung auf: 
der Zusatz von so gereinigtem Co-Fermentpriiparat steigerte die 
Wirksamkeit der Phosphatase, und auch die Co-Fermentpriiparate 
selbst zeigten starke Wirkung auf Hexosephosphorsiure. Die Figur 
gibt z. B. den zeitlichen Verlauf der Spaltung von 20 mg Calcium- 
fructosediphosphat wieder, und zwar Kurve 1 durch 80 mg Alkohol- 
fillung des Co-Fermentpriiparates aus Rindergrauhirn, voradsor- 


) G. Embden und M. Zimmermann, Diese Z. 141, 225 (1924): 
O. Meyerhof, Biochem. Z. 178, 462 (1926); 188 176 (1927). 
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biert mit 120 mg gealtertem Aluminiumorthohydroxyd, Kurve 2 
durch 25 mg Phosphatasepriparat aus Schweinenieren, Kurve 3 
durch 80 mg Co-Fermentpriiparat + 25 mg Phosphatasepriparat, 
Tab. 1 liefert die Daten eines zweiten derartigen Versuches, der 
mit denselben Mengen des Co-Fermentpriiparates, aber aus einer 
neuen Darstellung, ausgefiihrt wurde. 


Tabelle 1. 








Co-Ferment 


. 3 ») ‘ 
Stunden | Co-Ferment | Phosphatase + Phosphatase 








6,0 11,3°/, Spaltung 











2 8,1 
51/5 12,0 12,9 18,9 
20 23,6 32.0 42.0 
29 28,8 32.5 44,5 
441), 33,4 34.0 47,6 
70 T t i] U ' T 





Kurve 1: Grauhirnpraparat, 
» 2: Nierenphosphatasepriaparat, 
» 3: Nierenphosphatase- + Grauhirnprap. 
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Spaltung von Hexosephosphorséure durch Grauhirn- und durch Nierenpraparat. 





In beiden Fallen steigern die Tonerderestlésungen des Co- 
Fermentpraparates aus Grauhirn beim Zufiigen zu der Phos- 
phatase noch deren Wirksamkeit. Im Versuch der Figur ist die 
Wirksamkeit der vereinigten Priiparate fast gleich, in dem der 
Tab. 1 ungefiaihr %/, der Summe der Kinzelwirkungen. Ks ist also 
nicht daran zu zweifeln, daB Co-Fermentpriparate aus Grauhirn 
Phosphatasewirkung besitzen, daB diese Wirkung aber erst zum 
Vorschein kommen kann, wenn ein Hemmungskérper der Phos- 
phatase durch Reinigungsoperationen beseitigt wird, der in den 
Extrakten aus dem Grauhirn der Rinder sehr reichlich vorhanden 
ist; er geniigt nicht nur, um die Phosphatasewirkung des Grau- 
hirns zu verdecken, sondern kann dazu noch diejenige der Phos- 


phatase aus Schweinenieren aufheben. 
13* 
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Wir haben daraufhin gepriift, ob auch in Co-Ferment - 
Priparaten anderer Herkunft Phosphatasewirkung vorhanden ist. 
Ein Pripirat aus Rattensarkom zeigte schon mit dem wieder- 
aufgelisten Niederschlag der Alkoholfillung schwache Phosphatase- 
wirkung (80 mg Alkoholniederschlag auf 20 mg Calciumfructose- 
diphosphat), nach einer Voradsorption mit gealtertem Aluminium- 
orthohydroxyd (112 mg Al,O, auf 80mg Alkoholniederschlag) war 
die Wirkung wesentlich starker (vgl. Tab. 2). 


Tabelle 2. 














iia Alkoholniederschlag | Restlésung der 

aus Rattensarkom | Tonerdeadsorption 

Ee a 2, 4,3°/, Spaltung 
3 1,9 hi 
4,5, me 6,1 
6 0,8 a 
21 7,8 12,9 
30 10,3 18,1 
44 se 23,9 








Da auf diese Weise in Co-Ferment T-Priiparaten verschiedener 
Herkunft Phosphatasewirkung gefunden wurde, so konnte daran 
gedacht werden, daB die Glykogen nicht abbauenden Gewebe, wie 
Grauhirn und Sarkom, nur deshalb an der Milchsiurebildung aus 
Glykogen verhindert seien, weil sie einen Hemmungskorper fiir die 
Spaltung von Hexosephosphorsiure besitzen. Das Co-Ferment T 
kénnte dann selbst eine Phosphatase sein. Daneben bestand die 
Moglichkeit, daB auch die Phosphatasewirkung nicht zum Co- 
Ferment T gehére, sondern nur von einem regelmiifigen Begleiter 
des Co-Ferments T ausgeiibt werde. Zwischen diesen Méglich- 
keiten konnte eine Entscheidung herbeigefiihrt werden durch die 
Beobachtung, ob bei weiterer Reinigung der Co-Fermentpriiparate 
die beiden Fermentwirkungen gleichmiBig erhalten blieben oder 
ob eine Trennung eintrat. 

Wir haben dazu von der friiheren Beobachtung!) Gebrauch 
gemacht, daf das Co-Ferment T Dialysiermembrane verhiiltnis- 
miBig rasch durchdringt, wiihrend dies fiir Phosphatase, wie fir 
die meisten Fermente, nicht wahrscheinlich war. 

Wir dialysierten eine Lésung von 800 mg Alkoholniederschlag 
aus Grauhirn von Rindern, die durch Tonerdevoradsorption ge- 
reinigt war, 14Stunden durch einen Hammelblinddarm gegen die 





) Diese Z. 177, 125 (1928) und zwar S. 137. 
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10fache Menge destilliertes Wasser (1,5 Liter). Dann wurde die 
AuBenflissigkeit bei 15—20° auf den 15.Teil eingedampft. Wihrend 
der Dialyse trat eine Wirksamkeitsverminderung der Phosphatase 
ein. Immerhin bewirkte die 80mg Alkoholniederschlag entsprechende 
Menge der Innenfliissigkeit in 17 Stunden noch eine Spaltung von 
10°/, aus 20 mg Hexosediphosphat, wihrend mit der eingedampften 
Aufenfliissigkeit in derselben Zeit fast keine Spaltung (8°/,) zu 
erhalten war. Umgekehrt war die Verteilung der glykolytischen 
Wirksamkeit: 0,1 ccm der Innenfliissigkeit gab nur eine Steigerung 
des Milchsiiurequotienten von 0,024, dagegen 0,1 ccm der ein- 
cedampften AuBenfliissigkeit eine Steigerung von 0,041. Mehr als 
die Hilfte der Co-Fermentwirkung war also in dieser Zeit durch 
die Membran durchgetreten, wihrend die Phosphatase sich noch 
zum groéBeren Teil innerhalb der Membran befand. Dadurch ist 
mit Sicherheit entschieden, daB das Co-Ferment T selbst keine 
Phosphatasewirkung besitzt, sondern sowohl im Grauhirn yon 
Rindern wie in Rattensarkomen von Phosphatase begleitet ist. 

Die Dialyse bringt noch eine Steigerung im Reinheitsgrad 
des Co-Ferments mit sich. In einem besonderen Versuch haben 
wir festgestellt, da& 10—20 y Trockensubstanz, die die Membran 
des Hammeldarms passiert hat, Steigerungen der Milchsiure- 
quotienten von 0,03—0,05 mg pro Stunde hervorrufen. Man kann 
abschiitzen, daB von den Tonerderestlésungen der Co-Ferment- 
priparate vor der Dialyse zu denselben Umsitzen 1,5—2,5 mal 
soviel Trockensubstanz gebraucht wird. Die AuBenfliissigkeiten 
der Dialyse von Tonerderestlésungen sind also unsere reinsten 
Co-Fermentpriparate aus Rindergrauhirn. Sie enthalten keine 
hochmolekularen KiweiBabbauprodukte; denn sie geben weder beim 
Kochen mit Essigsiiure noch beim Zusatz von Ferrocyanwasserstofi- 
siure eine Fallung. Auch die Millonsche und die Ninhydrin- 
reaktion sind negativ. Nur die Biuretreaktion fallt noch schwach 
positiv aus. 

Noch besser gelingt die Trennung der beiden Fermente durch 
Adsorption mit gealtertem Aluminiumorthohydroxyd (C,), durch 
das aus den Restlésungen der Tonerdevoradsorption das Co- 
Ferment T wesentlich besser adsorbiert wird als Phosphatase. Es 
ist allerdings notwendig, die anzuwendende Aluminiumhydroxyd- 
menge genau zu bestimmen, da ein kleiner UberschuB iiber die 
zur Adsorption des Co-Ferments nétige Menge schon merkliche 
Mengen von Phosphatase adsorbiert. Man erhilt dann zwar eine 
geringe Menge Co-fermentfreie Phosphatase in der Restlisung, 
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aber phosphatasehaltiges Co-Ferment in den Elutionen aus dem 
Tonerdeadsorbat. Bei richtiger Wahl der Adsorbensmengen kann 
man dagegen — wenn auch nicht mit guter Ausbeute — die 
Phosphatase in der Restlésung vollstiindig von Co-Ferment be- 
freien, ohne daB Phosphatase das Co-Ferment T in die Elution 
begleitet. 


Wir behandelten z. B. 800 mg Alkoholfillung aus grauer Gehirn- 
substanz mit 1120 mg Al,O, (C,) in 90 cem und erhielten eine Restlésung 
von normalem Gehalt an Phosphatase (vgl. Fig.) und an Co-Ferment T (die 
0,3—0,6—1,0 mg der Alkoholfillung entsprechenden Mengen der Restlisung 
gaben Steigerungen der Milchsiurequotienten von 0,022—0,043—0,025 mg 
pro Stunde). 

81 cem dieser Lésung adsorbierten wir mit 1465 mg des Aluminium- 
hydroxydpriparates und eluierten den Niederschlag mit 81 cem Wasser, die 
1,5 g Natriumbicarbonat enthielten, wihrend 3 Stunden. In der Restlésung 
war kein Co-Ferment mehr, aber auch nur sehr wenig Phosphatase. Wir 
lieBen fast die ganze Restlésung auf 100 mg Calciumfructosediphosphat ein- 
wirken und erhielten in 30 Stunden nur 6,5°/, Spaltung, mit der ganzen 
Elution dagegen 12°/,. Das Co-Ferment befand sich in der Elution. Durch 
Zusatz von 0,3 und 0,6 cem der Elution zu Nierenschnitten von 1 mg er- 
hielten wir Steigerungen der Milchsiurequotienten von 0,013 und 0,007. 
Bei der Wiederholung des Versuches verwendeten wir zu der 2. Adsorp- 
tion nur noch 800 mg Al,O, auf 90 ccm und eluierten mit 0,8 g Natrium- 
bicarbonat in 90 cem Flissigkeit 1'/, Stunden unter mechanischem Schiitteln. 
Nun war viel mehr Phosphatase in der Restlisung. 80 cem lieBen wir auf 
100 mg Fructosediphosphat einwirken und erhielten folgenden Spaltungs- 
verlauf: 

2 7 20 26 Stunden 
24 5,5 16 23°/, Spaltung. 


Mit 0,1—0,8 cem der Restlésung wurde im Glykolyseversuch keine 
Steigerung der Milchsiiurebildung erzielt. Das Co-Ferment war also voll- 
stindig wegadsorbiert. 

In der Elution war das Co-Ferment noch deutlich nachzuweisen. Mit 
0,2 und 0,5 cem erhielten wir Steigerungen der Milchsiurequotienten von 
0,014 und 0,007, in einer zweiten Probe mit 0,1 und 0,3 cem solche von 
0,006 und 0,011. Dagegen war die Phosphatase nicht in die Elution ge- 
gangen. 80 ccm gaben eine kleine Spaltung der Hexosephosphorsiure von 
noch nicht 2°/,, die in 16 und in 22 Stunden nicht mehr zunahm. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschait 
danken wir fiir die Foérderung dieser Untersuchung durch ein 
Forschungsstipendium. 
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Inaktivierung des Kathepsins und Papains 
durch Jodessigsiure und durch Halogen. 
Von 
Ernst Maschmann und Erica Helmert. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1933.) 


Die proteolytische Wirkung des Kathepsins und Papains wird 
durch Jodessigsiure sofort vollstiindig unterbunden, durch Cyan- 
essigsiiure dagegen nicht mehr meBbar beeinfluBt.’) Die Hemmung 
der Proteolyse durch Halogenessigsiuren ist nicht durch eine Zer- 
stérung von SH-Aktivatoren bedingt. Wohl scheint die bei aeroben 
Bedingungen und p, = 4 bzw. 5 durch Metalle des Spaltungs- 
ansatzes bewirkte Autoxydation der SH-Verbindungen’) durch 
Jodessigsiure beschleunigt zu werden’), aber die Umwandlung 
der SH- in S—S-Verbindungen steht in keinem Zusammenhang 
mit der Hemmung der Proteolyse durch Halogenessigsiuren: sie 
ist nur eine Nebenreaktion. Kime dem Verschwinden der Akti- 
vatoren eine wesentliche Bedeutung beim Hemmungsvorgang 
zu, dann miiBte, da die Dehydrierung des zugesetzten Cysteins 
[besonders bei 30°]?) geraume Zeit bendtigt, noch eine teilweise 
Spaltung der Gelatine zu messen sein: eine sofort einsetzende 
volistindige Hemmung der Gelatinehydrolyse wire unter diesen 
Umstiinden nicht zu erwarten. Fiihrt man die Versuche bei an- 
aeroben oder annihernd anaeroben Bedingungen aus — z. B. 
unter N, oder in méglichst gefiillten MeBkélbchen —, dann liegt 
auch nach 24stiindiger Versuchsdauer (t = 37,5 bzw. 40°) das dem 
jodessigsiurehaltigen Spaltungsansatz zugesetzte Cystein noch voll- 
stiindig vor; trotzdem kommt die Gelatinehydrolyse nicht 
in Gang. Fiir die hemmende Wirkung der Jodessigsiiure ist es 
belanglos, in welcher Reihenfolge man die Bestandteile des Versuchs- 
ansatzes zusammengibt. 

Die Jodessigsiiure ist ein einfacher Hemmungskérper, denn 
sie schidigt, wie wir nun gefunden haben, auch nicht meBbar 
die Enzyme. Trennt man nimlich wieder die Enzyme von der 


1) E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 219, 99 (1933). 

*) Glycerin schiitzt SH-Verbindungen vor der Autoxydation; deshalb 
verliuft die Dehydrierung des Cysteins in glycerinhaltigen Ansiitzen lang- 
samer als in rein wiBrigen. 











900 Ernst Maschmann und Erica Helmert, 


- 


Jodessigsiure, was durch Alkoholfallung gut, durch Dialyse nur 


unvollstandig gelingt, dann findet man aufs Neue Kathepsin und 
Papain proteolytisch voll wirksam. Wir schlieBen daraus, daf die 
Jodessigsiure nur deshalb die Proteolyse hemmt, weil sie entweder 
das Wechselspiel Enzym-Aktivator, dem ein ,,Hydrierungsvorgang“ 
zugrunde liegen diirfte *), oder Enzym-Substrat unterbindet: vielleicht 
dadurch, daB sich Jodessigsiiure an die enzymatisch aktive Gruppe 
anlagert. Es scheint, daf die verschieden groBe Fihigkeit der 
Halogenfettsiuren, die Proteolyse zu hemmen, in Zusammenhang 
steht mit der mit fallendem Atomgewicht der Halogene schwicher 
werdenden Affinitiit der Jod-, Brom-, Chlor- und Cyanessigsiiure 
zur enzymatisch aktiven Gruppe. Die Bestiindigkeit der Anlagerungs- 
verbindung wird sehr wahrscheinlich auch vom p,, abhiingen; sie 
scheint im sauren Bereich sehr viel gréBer zu sein als im alka- 
lischen. Wir vermuten, daB dadurch z. B. auch die Beobachtung 
von EK. F.Schréder, G. E. Woodward und M. E. Platt‘) ver- 
stiindlich wird, wonach die Hefegirung durch Jodessigsiiure bei 
Py = 4,5 vollstiindig, bei p,, = 7,5 nicht mehr gehemmt wird. Es 
ist sehr wahrscheinlich, da8 auch noch in anderen Fillen, wo 
enzymatische Vorgiinge durch Halogenessigsiiuren gehemmt werden, 
dem Hemmungsvorgang ein gleicher oder sehr iihnlicher Mecha- 
nismus zugrunde liegt. 

Verschieden von der Jodessigsiurehemmung ist die Hemmung 
der Proteolyse durch Jod') und Brom. Durch die Halogene wird 
die enzymatisch aktive Gruppe des Kathepsins und Papains zum 
Teil zerstért, zum Teil scheint sie nur dehydriert zu werden, so 
da sie sich regenerieren kann: Der Inaktivierungsgrad hingt 
von der Halogenmenge — iquivalente Mengen Jod und Brom 
haben gleiche Wirkung — und von der ,,Inkubationszeit“, aber 
nicht merklich vom p,, ab. 


Versuchsteil. 


Material. 1,5°/,ige Papainlésung (Papayotinum Merck). 1 ccm davon 
gibt auch in Anwesenheit von Ammonsulfat keine Nitroprussidreaktion. 
1 cem + KCN bzw. NaH,PO,: sehr starke Nitroprussidreaktion. 1cem + 
HJO,: starke Jodausscheidung.°) 





*) Eine Aktivierung der inaktiven Enzyme mit Pd-H, gelang noch 
nicht, wohl scheint dies aber nach orientierenden Versuchen durch enzy- 
matisch aktivierten H, (Donator-Dehydrase-Kathepsin) méglich. Cystin wird 
durch Pd-H, in Cystein iibergefiihrt. 

*) J. of biol. Chem. 101, 133 (1933). ; 

‘) Vgl. H. Bauer u. E. Strauss, Biochem. Z. 255, 287 (1932). 
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Die Kathepsinlésungen entstammen Eiswasserausziigen aus ,,zookinase- 
freien’ Meerschweinchenleberpriiparaten. 2 ccm Auszug aus 6 mal alkohol- 
vyorbehandelten Priiparaten geben auch in der Kiilte keine Nitroprussid- 
reaktion; dagegen geben sie nach Zusatz von Am,SO,, wie auch von NaCl, 
KJ, MgSO,, SrCl,, Na,HAsO,, KH,PO,, Seignettesalz usw. eine ganz 
schwache Reaktion. Nach Zusatz von KCN ist die Farbreaktion sehr deut- 
lich. 2eem + HJO,: geringe Jodausscheidung. 

Zookinasefreie Leberpulver, auch 10 mal alkoholbehandelte Leber- 
priparate, geben ziemlich kriftige Sulfhydrylreaktion. Diese wird durch 
Salzzusatz sehr verstirkt. Das unter N, bereitete Konzentrat der ver- 
einigten 9. und 10. Alkoholextrakte zeigt noch andeutungsweise die Nitro- 
prussidreaktion in Gegenwart von Salzen. Das mit Wasser oder wasser- 
haltigem Glycerin extrahierte Pulver gibt eine etwas stirkere Farbreaktion 
als das Ausgangsmaterial. In Eiswasserausziigen aus 10 mal alkoholvorbehan- 
delten Leberpriiparaten finden wir noch bis zu 50°/, vollaktives Enzym 
in Glyeerinausziigen liegt oft praktisch kein vollaktives Enzym mehr 
vor. Das 10mal extrahierte Pulver spaltet bei anaeroben Bedingungen 
Gelatine: 90°/, Enzym kénnen noch in ihm im vollaktiven Zustand vorliegen. 
Das vollaktive Enzym scheint wirksam zu sein, weil es mit wasserléslichen 
bzw. unléslichen SH-Proteinen vergesellschaftet ist. Wir werden demniichst 
eingehender darauf zuriickkommen. 


Methoden. Papainbestimmung nach R. Willstitter und W. Grass- 
mann.®) An Stelle der HCN benutzten wir Cystein zur Aktivierung. 

Kathepsinbestimmung nach E. Waldschmidt-Leitz, in der Aus- 
fiitrung wie friiher beschrieben.’) Anaerobe Bedingungen: unter N, (un- 
gefiihr 1/,, Atm. Uberdruck). Der Acidititszuwachs wurde in 2,00 cem 
des Ansatzes ermittelt, und zwar durch Doppelbestimmungen. 


Tabelle 1. 


Volistindige Hemmung der Papainwirkung durch Jodessigsiiure [Jsre} in 
Anwesenheit von Cystein [SH] unter anaeroben Bedingungen. 























A - Acidititszuwachs in ccm | SH-Reaktion von 
Spaltungsansitze 0,05 n-KOH nach 0,1 ecm Ansatz nach 
(Vol. 10 cem) ” 92 Stunden 
2 Stdn. | 22 Stdn. ‘ 
Se a ee 0,50 | 0,96 2ccm — 
Pap. + 1 cem m/100-Jsre . 0,00 0,02 2cem — 
Pap. +5mg SH... . 1,40 2,70 si ll 
Pap. + 1eem m/100-Jsre, 
sofort +5mg SH . . 0,03 0,02 a 
Pap. + 1 eem m/100-Jsre; 
nach 30 Min. + 5 mg SH 0,00 0,03 bili is is 
Pap. +5 mg SH, dann 
1eem m/100-Jsre . . 0,03 0,00 sa 





z, Diese Z. 188, 184 (1924). 
‘) Vgl. Diese Z. 216, 141 (1938). 
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Tabelle 2 
Kathepsinwirkung in Anwesenheit von Cyanessigsiure [CNsre]. Eiswasser- 
auszug aus einem 6 mal alkoholvorbehandelten Leberpriiparat. Spaltungs. 
ansitze ohne Glycerin im MeSkélbchen. Spaltungsdauer 24 Stunden. | 




















tiene SH-Reaktion von 
Spaltungsansatz (Vol. 10 eem) higeenpiviy | 0,1 ra — . 
stdn 
Kathepsin. . . = ee 0,45 _ 
Kath. +5 mg SH. oes % 0,85 +++ 
Kath.+2,5mg SH ..... 0,73 ++ 
Kath. + 1. mg SH. . Le 0,62 + 
Kath. + 2 cem m/50- CNsre . . 0,45 - 
Kath. + 3,5 cem m/50-CNsre. . 0,43 — 
Kath. + 2 ‘ecm/50-CNsre, nach 30’ 
+5mg SH . . 0,86 +++ 
Kath. + 3,5eem m/50- ONsre, nach 
60’ +5mg SH. ae 0,84 ++++ 


Die Versuche mit a und Cyanessigsiure verliefen gleichsinnig. 


Tabelle 3. 


Papainwirkung nach der Abtrennung der Jodessigsiure. 
Versuch: 20 cem 1,5°/, ige Papainlésung vermischte man mit 50 ccm m,100- 
Jodessigsiiure. Nach 10 Min. wurden 35 ccm dieser Mischung im Zentrifugen- 
glas mit 140 eem Alkohol versetzt und bis zur Flockenbildung in den Kiihl- 
schrank gestellt. Nach dem Abschleudern des Niederschlages wurde dieser 
mit 80 cem 80°/,igem Alkohol gewaschen. Den gewaschenen Niederschlag 
léste man im Zentrifugenglas in 35 ccm Wasser. Ein anderer Teil der 
Mischung wurde in einer Fischblase unter Toluol gegen flieBendes destil- 
liertes Wasser dialysiert. Zur Kontrolle wurde sowohl Papainlésung mit 

Alkohol gefillt, als auch dialysiert. 








Acidititszuwachs in ccm 
Spaltungsansatz 0,05 n-KOH nach 
(Vol. 10 eem) + 5 mg Cystein — 
# Stde. * | o Stdn.” 














1,4 com o aeiabienie vor 7 ‘Alkoholfallung 1,18 | 2.98 
1,4 ccm Pap.-Jsre vor der Alkoholfillung . . 0,02 | 0,00 
1,4 cem Pap. nach der Alkoholfillung . . . 1,20 2,96 
1,4 cem Pap.-Jsre nach der Alkoholfiillung . 1,15 | 2,80 
1,4 ccm Pap. nach 24stiindiger Dialyse . . 0,85 | 2,56 
1,4 ccm Pap.-Jsre nach 24 stiindiger Dialyse 0,50 | 1,85 
1,5 ecm d. obigen Mischung n. 48 stdg. Dialyse 0,60 | 1,90 


*) Nach d. Entnahme d. Titrationsprobe wurden d. Kélbchen mit N, gefiillt 
**) Die Nitroprussidreaktion war in allen Proben gleich stark. 


Die Versuche mit Kathepsin verliefen gleichsinnig. Nur macht sich 
hier die geringe Bestindigkeit des in Eiswasserausziigen vorliegende2 
Enzyms gegen Alkohol bemerkbar. Bei der Alkoholfallung, wie wir si¢ 
bisher yorgenommen haben, erfihrt das Enzym nimlich eine auch durch 
Cystein nicht mehr zu behebende W irkungsverminderung. 











A. 
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Tabelle 4. 

Inaktivierung des Kathepsins durch Jod [J]. 
Eiswasserauszug aus einem 4mal alkoholvorbehandelten Leberpriparat; 
Spaltungsansatz ohne Glycerin. Spaltungsdauer 24 Stunden. 
icem Jodlisung enthielt 0,24 mg Jod. Bestandteile wurden wie folgt zu- 
sammengegeben: A. 2,50 ccm Kathepsinlésung (lackmusneutral) + 3,8, 2,0 
} bzw. 1,0 cem Jodlésung, dann Wasser, Essigsiiure, Gelatine und Cystein [SH]; 
B. 2,50 cem Kathepsinlésung, Wasser, Essigsiiure, dann entsprechende Mengen 
Jod und nach 10 Minuten Gelatine und Cystein. Setzt man Gelatine oder 
gar noch Cystein vor der Jodzugabe hinzu, so wird der grébte Teil des 

_ Halogens bzw. alles Halogen von diesen gebunden bzw. hydriert. 





























Aciditiitszu- | SH-Reaktion 
Spaltungsansatz (Vol. 10 ccm) wachs in cem] 0,1 cem Ansatz 
0,05 n-KOH | nach 24 Stdn. 
A. Ee i a 0,62 2cem — 
OS 8 ee ee 0,95 ole fo ade of 
Kath. +38,8cemJ.....+... 0,03 2ecm — 
CS ee 0,07 2 ecm 
eS a ee 0,17 2ccm — 
Kath. + 3,8 cem J, n. 10° + 5mg SH. 0,16 +++ 
Kath. + 2,0 eem J, n. 10' +5 mg SH. 0,45 ++t+ 
Kath. + 1,0 cem J, n. 10’+ 5 mg SH. 0,80 tet + 
B. Kath. + 3,8 cem J, n. 10°+ 5 mg SH. 0,15 +++ 
Kath. + 2,0 cem J, n. 10°+ 5 mg SH. 0,40 te te+ 
Kath. + 1,0 cem J, n. 10° + 5 mg SH. 0,85 te+t+ 
Tabelle 5. 
Einflub’ der Halogenmenge und der Inkubationszeit auf die Inaktivierung 


des Papains. 
Bereitung der Ansiitze: Papain, Citratpuffer, Wasser + Brom [Br]; nach 
bestimmten Zeiten + Gelatine und Cystein [SH]. 

1 cem Bromlésung enthielt 0,74 mg Brom. 




















' Aciditiitszuwachs in ccm 
Spaltungsansatz (Vol. 10 ccm, 0,4 cem Papain- 0.05 n-KOH nach 
lésung enthaltend — ae 
1 Stde.*) 22 Stdn. 
ea A Re Oe a ae ee a 0,40 | 0,96 
de a 0,95 2,60 
Pap. + 2cem Br, sofort+5mg SH... . 0,14 0,60 
Pap. + 2cem Br, nach 5'+5mg SH... 0,08 | 0,48 
Pap. + 2 cem Br, nach 20°'+5mg SH. . . 0,04 0,23 
Pap. + 2 cem Br, nach 60°'+5mg SH. . . 0,05 0,24 
Pap. + 1 ecem Br, sofort+5mg SH... . 0,60 | — 
Pap. + 1 eem Br, nach 20'+5mg SH. . . 0,38 | - 
Pap. + 1 eem Br, nach 60'+5mg SH. . . 0,37 | — 
Pap. + 0,5 ecem Br, sofort+5mg SH .. . 0,78 2,60 
Pap. + 0,5 eem Br, nach 5’+5mg SH . . 0,70 2,52 
Pap. + 0,5 cem Br, nach 15°+5mg SH. . 0,60 2,26 
Pap. + 0,5 cem Br, nach 30'+5mg SH . . 0,54 2,18 
Pap. + 0,5 cem Br, nach 60’+5mg SH . . 0,42 | 2,00 
Pap. + 0,5 cem Br, nach 240'+5mg SH. . 040 | 41,97 
Pap. + 0,5 cem Br, nach 20 Stdn. + 5 mg SH 0,41 2,00 


*) Nach d. Entnahme d. Titrationsprobe wurden d. Kélbchen mit N, gefiillt. 
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Tabelle 6. 


Einwirkung dquivalenter Jod- und Brommengen auf Papain. 
Versuch: 1,5°/,ige Papainlésung; Lésung A: 4cem Papainlésung + 20 ccm 
Jodlésung (1 ccm enthielt 0,25 mg Jod). Lésung B: 4 cem Papainlisung 
+ 4,5 ecem Bromlésung (1 ccm enthielt 0,74 mg Brom). Nach bestimmten 
Zeiten wurden aus A 2,40 ccm, aus B 0,85cem entnommen und die Ansiitze ) 
bereitet. Zur Kontrolle diente die Ausgangspapainlésung, die neben den 

si. esa mt stand. 

















Avtétieneew ithe in cem 

Spaltungsansatz (Vol. 10 ccm) 0,05 n-KOH nach 

1 | Stde. a | 22 Stdn.” 

Papain +5mg Cystein (SH] ..... . “1,05 | 2.90 
Lisung A, sofort+5mgSH ..... . 0,83 | 2,60 
Lésung B, sofortt+5mgSH ..... . 0,81 | 2,57 
Lésung A, nach 30°+ 5mg SH .... . 0,60 | 2,27 
Liésung B, nach 30°'+5mgSH .... . 0,60 2,24 
Lésung A, nach 60°. +img SH... . . 0,53 2,20 
Liésung B, nach 60°'+5mg SH .... . 0,52 2,16 
Lésung A, nach 120°+5mgSH..... 0,45 2,17 
Lésung B, nach 120°+5mg SH... . . 0,48 2,12 
Lésung A, nach 240°+5mgSH.... . 0,45 2,12 
Loésung B, nach 240’ + 5 mg SH . se & 0,48 2,18 
Lésung A, nach 24 Stdn. + 5 mg SH... 0,47 | 2,14 
Lésung B, nach 24 Stdn. + 5 eal aa 0,46 2,12 
Papain + > mg ee or 1,00 2,86 





*) Kélbchen wurden nach Entnahme der Titrationsprobe mit N, gefiillt. 
**) Nitroprussidreaktion in Proben der Ansitze gleich stark. 
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Die milchkoagulierenden Enzyme der Magenschleimhaut 
und ihre Zymogene. 


Von 


Henry Tauber und Israel 8. Kleiner. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie und Physiologische Chemie 
des New York Homeopathic Medical College und Flower Hospital.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1933.) 


In den letzten Jahren wurde das Vorkommen der Zymogene 
von Pepsin und Chymosin in Zweifel gezogen. Z. B. glaubt 
Waldschmidt-Leitz}), daB die zahlreichen Angaben in der 
ilteren Literatur iiber die Ausscheidung dieser Enzyme in inak- 
tiver Form als Zymogene nicht linger als richtig anzunehmen 
sind. Wir stimmen mit ihm iiberein, daB solche Unterschiede 
wie wechselnde Stabilitét gegen Alkali zwischen aktiver und 
inaktiver Form von Pepsin nicht geeignet sind, die Richtigkeit 
der klassischen Theorie zu bestiitigen. Jedoch sind solche Ver- 
suche wie sie Hedin (1911)?) ausgefiihrt hat, auch nicht gegen 
die Zymogen-Theorie beweisend. Hedin fand, da Blutserum 
die Wirksamkeit des Chymosins verzégern kann und daB der 
Serumeffekt nach Salzsiiurezugabe verschwindet und glaubt, dab 
iihnliche Stoffe auch das Chymosin an seiner Wirkung hindern 
und daB erst bei Zugabe von Salzsiiure diese Hemmung fortfillt. 
In der Tat sind deutlichere Beweise dafiir, daB Pepsin und 
Chymosin als Zymogene vorkommen, ndétig. Vor kurzem*) haben 
wir gezeigt, da8 das Chymosin in der Mukosa des 4. Magens des 
Kalbes als ein Zymogen (zum Teil in aktiver Form) vorhanden 
ist. Wir kénnen jetzt tiber Ergebnisse berichten, die beweisen, 
da auch das Pepsin in der Form eines Zymogens in der Mukosa 
des erwachsenen Tieres vorhanden ist, und daB die 2 Zymo- 
gene, Propepsin und Prochymosin sich deutlich genug voneinander 
unterscheiden und daB die Mukosa des erwachsenen Tieres kein 
Prochymosin enthilt, sondern nur Propepsin. 
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Versuchsteil. 


Die Magenschleimhaut des Schweines enthalt ein typisches Propepsin, 


Bereitung des ,neutralen* CaCO,-Extraktes. — [as 
Verfahren gleicht der von uns schon beschriebenen‘) Bereitung 
des Prochymosinextraktes. 150 g gereinigte und mit einer Fleisch- 
maschine fein gemahlene Mukosa des Schweinemagens wird mit 
300 ccm einer 2°/, igen CaCO,-Suspension in destilliertem Wasser 
8 Minuten lang geriihrt und filtriert. p,, 7,5. 


Versuch Nr. 1. Die Mukosa des Schweinemagens 
enthilt kein Chymosin (Prochymosin), sondern nur Pep- 
sin-Zymogen. Zu 5 ccm des CaCO,-Extraktes der Schweine- 
magenmukosa werden 5ccm CaCl,-Milch*) gegeben. Nach 10Stunden 
war die Milch noch nicht koaguliert. Dieser Extrakt hat auch 
innerhalb von 10 Stunden kein Fibrin verdaut. Das Propepsin 
ist also ginzlich wirkungslos. Zum Vergleich wurde ein CaCO,- 
Extrakt der Mukosa des 4. Kalbmagens vom p,, 7,4 _bereitet. 
1 ccm dieses Extraktes koagulierte unter denselben Bedingungen 
220 cem Milch in 10 Minuten bei 40°. Das Prochymosin besitzt 
also eine Labwirkung, dadurch unterscheidet es sich vom Pro- 
pepsin. 

Versuch Nr. 2. Aktivierung des Propepsins und des 
Prochymosins bei verschiedenem p,,. In der Tab. 1 ist die 
Aktivierung des Propepsins und Prochymosins bei verschiedenem 


Tabelle 1. 


Aktivierung des Propepsins und des Prochymosins 
bei verschiedenem pg. 























Aktivierung des Propepsins bei py Aktivierung des Prochymosins 
1: 1450*) 1,0 1: 2500 
1: 1150*) 1,4 1: 2500 
1: 800 1,8 1: 2500 
Keine Michkoagulierung 2,8 1 : 2500 
oder Fibrinverdauung 4,8 1: 687 
wiihrend 5 Stunden 5,8 1: 500 


*) Fibrin wurde schnell verdaut bei diesem py des aktivierten Propepsins. 

Die Calciumecarbonat-Extrakte wurden zum angegebenen p,;, mit Salzsiure 

titriert, verdiinnt und ein aliquoter Teil wurde zur Bestimmung der Lab- 
aktivitit verwendet. 

Als Antiseptikum wurde Toluol gebraucht. 
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Py gegeben. Das Prochymosin ist schon vollstiindig aktiv bei 
p., 2,8; zum Unterschied dazu braucht Propepsin eine viel héhere 
Wasserstoffionenkonzentration. Z.B. ist Propepsin noch giinzlich 
inaktiv bei p,, 2,8 und wird erst vollkommen aktiviert bei p,, 1,0. 
Dies beweist, daB die 2 Zymogene typisch und vollkommen ver- 
schieden sind. 


Versuch 8. Wirkung von Athylalkohol auf Pro- 
pepsin. — 50 ccm des Calciumcarbonatextraktes der Schweine- 
mukosa werden mit 50 ccm 95°/,igem Athylalkohol gemischt. 
Die Lésung kann mit Salzsiure nicht mehr aktiviert werden. 
Selbst nach 24 Stunden ist das Alkohol—Salzsiiuregemisch von 
p,; 1,0 peptisch inaktiv. Nach 18 Stunden trat noch keine Milch- 
koagulation ein und die Lésung vermag kein Fibrin zu verdauen. 
Durch Salzsiure aktiviertes Propepsin (also Pepsin) wird durch 
Alkohol nicht zerstért. 


Versuch4, Bereitung des ZymogensPropepsin in trocke- 
ner Form, frei von peptischer Aktivitit und Chymosin 
Lab)-Wirkung. Frisch bereiteter inaktiver CaCO,-Extrakt der 
Schweinemukosa von p,,7,5 wird mit MgSO, gesiittigt. Kin sich 
an der Oberflaiche ansammelnder Niederschlag wird durch Zentri- 
fugieren abgetrennt, im gleichen Volumen zu 25°/,ig gesittigter 
MgSO,-Lésung gelést. Das Filtrat vom unldslichen Anteil wird 
wieder mit MgSO, gesittigt, wobei Propepsin ausflockt. Es wurde 
iiber CaCl, bei Zimmertemperatur im Vakuum getrocknet. Dies 
Verfahren gleicht dem fiir Prochymosin beschriebenen.*) Das so 
bereitete Propepsin ist vollkommen inaktiv. Es koaguliert keine 
Milch und verdaut auch kein Fibrin. Es wird aber durch Salz- 
siure bei p,, 1,0 sofort wirksam, es koaguliert dann Milch (1 : 440) 
und yerdaut rasch Fibrin. 


Zusammenfassung. 


Das Zymogen des Pepsins (Propepsin) unterscheidet sich vom 
Zymogen des Chymosins (Prochymosin): Propepsin kann Milch 
nicht koagulieren. Die 2 Zymogene haben einen deutlichen und 
voneinander unterschiedenen Aktivierungs-p,. Bei 2,8 ist das 
Prochymosin vollkommen aktiviert, wiihrend das Propepsin im 
Py7Bereich von 7,5 bis 2,8 weder EiweiB spaltet noch Milch 
koaguliert. Die Aktivierung des Propepsins findet erst bei einer 
viel héheren Wasserstoffionenkonzentration (p,, 1,0) statt. 
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Athylalkohol zerstiért Propepsin, aber nicht Pepsin. 

Die Mukosa des erwachsenen Tieres enthalt keine Labvyor- 
stufe, sondern nur inaktives Propepsin. Das inaktive Propepsin 
kann in inaktiver trockener Form bereitet und mit Salzsiiure 


aktiviert werden. 
Diese und unsere friiheren Versuche**) beweisen entgegen 
ailteren Angaben), da& auch Pepsin ein milchkoagulierendes 


Enzym ist. 
Literatur. 
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Uber den EinfluB von Oxydations- und Reduktionsmitteln 
auf die Aktivitaét von Papain. 
Von 


Theodor Bersin und Willy Logemann. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitét Marburg/Lahn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1933.) 


Ks ist mehrfach die Vermutung ausgesprochen worden, daB 
ein Zusammenhang zwischen dem Oxydationsstoffwechsel von 
lebenden Zellen und ihrer proteolytischen Fahigkeit besteht. Nach- 
dem das Glutathion (= Zookinase = Phytokinase) als Aktivator 
von proteolytischen Enzymen erkannt worden war, hat man in 
der Verschiebung des Verhiltnisses von GSH zu GSSG die Ur- 
sache fiir die Aktivierung bzw. Inaktivierung der Enzyme sehen 
wollen. Es ist aber bis heute nicht eindeutig entschieden worden, 
ob diese Aktivierung durch GSH in einer Wegnahme von kata- 
lytisch wirksamen Spuren von Schwermetallen besteht, oder ob 
die Aktivierung anders zu erkliren ist. In der vorliegenden Arbeit 
glauben wir Anhaltspunkte dafiir gewonnen zu haben, daf, zu- 
mindest beim Papain, die Aktivierung durch GSH in einer 
Reduktion des oxydierten Enzyms besteht. 

Wenn die Willstittersche Vorstellung vom Bau der Enzyme 
richtig ist, sollte es méglich sein, durch rein chemische Methoden 
Einblicke in die Struktur der prosthetischen Gruppe eines 
Ferments zu bekommen, in der Art etwa, wie Freudenberg?) 
das Insulin systematisch auf charakteristische, mit der Wirksam- 
keit zusammenhiingende Atomgruppen untersucht. Die wenigen 
Angaben, die dariiber in der Literatur existieren, sind nur mehr 
oder wenig zufillig erhalten worden. Den ersten Beitrag zur Frage 
der Konstitution der prosthetischen Gruppe des Papains liefern 
die nachstehenden Versuche. 


‘) Diese Z. 218, 226 (1932) und friiher. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXX. 
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Die von Willstitter an den Lyoenzymen ausgearbeiteten 
Reinigungsmethoden durch Adsorption und Elution bestehen letzten 
Endes in einer Befreiung von verdiinnendem Begleitmaterial. Es 
ist aber unseres Wissens bei verschiedenen Enzymen, und zu 
diesen gehért das Papain, bisher nicht gelungen, auf diesem 
Wege eine wesentliche Aktivitiitssteigerung zu erzielen. Dieser 
Miferfolg kann darauf beruhen, daB nicht geniigend auf die 
Sauerstoffempfindlichkeit der prosthetischen Gruppen dieser Enzyme 
geachtet worden ist. Mit fortschreitender Reinigung werden 
,,Oxydationspuffer“ entfernt und das Enzym wird immer empftind- 
licher gegen oxydierende bzw. dehydrierende Einfliisse. Die letzthin 
von Edlbacher und Mitarbeitern') an der Arginase, sowie von 
Rondoni und Pozzi?) am Kathepsin erhobenen Befunde zeigen 
das sehr eindringlich. 

In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber die Einwirkung 
von Selenit und Monohalogenessigsauren auf Mercaptane’ 
haben wir uns dem Studium des Papains zugewandt, da uns 
die Schidigung dieses durch SH-Verbindungen aktivierbaren 
Enzyms durch die obigen Fermentgifte interessierte. Es war nun 
sehr auffillig, daf ein durch Monojodacetat allein vergiftetes 
Papain selbst durch einen groBen Uberschu8B an GSH nicht zu 
reaktivieren war. Es muBte demnach ein Eingriff in die prosthe- 
tische Gruppe des Ferments selbst angenommen werden, im 
Gegensatz zu Erscheinungen, die Dickens‘) an der Methyl- 
glyoxalase gefunden hatte. Denn dieses Enzym lieB sich rever- 
sibel durch Monojodacetat vergiften und durch GSH aktivieren; 
der Eingriff findet also lediglich am Aktivator statt. 

Der weitere Befund, daB eine Schidigung des aktivator- 
freien Papains schon durch 4/,,,,,. Mol/Liter Selenit und 
erst recht durch ein Gemisch von Selenit und Monojodacetat 
bewirkt wird, bestitigte unsere Vermutung, daB zumindest eine 
der aktiven Gruppen des Enzyms ein lockeres Wasserstoffatom 
triigt. In der Tat lieB sich das Papain durch 1/,,, Mol/Liter 
Hydroperoxyd vergiften und durch Schwefelwasserstofi 
wieder reaktivieren. Auch durch H-Acceptoren, wie Chinon und 
Jod lieB sich eine Inaktivierung erreichen. Daraufhin haben wir 
aus Papain durch Oxydation mit Hydroperoxyd in wiabriger 
Liésung und Fallung mit Alkohol ein inaktiviertes Enzym dargestellt, 


1) Diese Z. 217, 89 (1933). ®) Diese Z. 219, 22 (1933). 
*) Liebigs Ann. 505, 1 (1933). 4) Chem. Z. 1933, I, 295%. 
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dessen Aktivitaét durch einen Zusatz von Glutathion GSH oder 
Sulfit!) vollstandig wiederhergestellt werden konnte. Das oxy- 
dierte Papain wird somit von GSH oder Sulfit durch Reduktion 
aktiviert. Andererseits gelang es uns nicht, eine Reaktivierung 
des oxydierten Papains durch Hydrochinon zu erzielen.®) 

Wir sind dann noch einen Schritt weitergegangen und haben 
die Aktivierung des oxydierten Papains durch ein wasserstoff- 
iibertragendes Enzym in Gegenwart eines H-Donators erreicht. 
Mit Succinodehydrase in Gegenwart von Succinat lieB sich 
oxydiertes inaktives Papain glatt durch Hydrierung aktivieren. 
Kontrollversuche zeigten, daB die proteolytische Aktivitit nicht 
etwa auf eingeschleppte proteolytische Enzyme der aus Rinder- 
muskulatur dargestellten Dehydrase zuriickzufiihren ist. 

Kin Schema soll zum Schlu8 die erhaltenen Ergebnisse ver- 
deutlichen: 
H,0., Chinon, Jod, Se0,” fore 





Papain SS na om SS REN Oxydiertes Papain 
(aktiy) H,S, GSH, SO,” (inaktiv) 
A 


Succinodehydrase + Bernsteinsiure | 





Uns scheint der Nachweis, daB ein inaktives proteolytisches 
Enzym, das in diesem Zustand vielleicht von der Zelle als Pro- 
enzym gespeichert wird, durch ein biologisches Stoffwechselprodukt 
wie Bernsteinsaure (in Gegenwart einer Dehydrase) aktiviert 
werden kann, von weittragender Bedeutung zu sein. Die méglicher- 
weilse synthetisierenden Eigenschaften des oxydierten Papains 
ivgl. Rondoni u. Pozzi, a.a. 0.) sollen gepriift werden; ebenso 
beabsichtigen wir, die biologische Dehydrierung und Hydrierung 
proteolytischer Enzyme naher zu untersuchen. 


Versuche. 


Die Aktivititsbestimmung des Papains wurde durch Titration der in 
1 Stunde aus Gelatine als Substrat freigemachten Carboxylgruppen 
nach Willstatter und Mitarbeitern’) ausgefiihrt. Die Anzahl verbrauchter 
ccm n/5-KOH bezeichnen wir der Kiirze halber als ,,Spaltungsindex“. Das 
von uns verwandte aktivatorfreie Papain wurde aus dem Rohenzym durch 


’) Vgl. Bergmann, Lissitzin und Schuck, Collegium 1931, 132. 
*) Die erfolglosen Versuche zur Aktivierung von Papain durch 
Ascorbinsiure (vgl. Karrer und Zehender, Helvet. chim. Acta 16, 701 
(1933)) kénnen durch Anwendung eines schon maximal aktivierten Enzyms, 
oder, wie beim Hydrochinon, durch Unspezifitit des Reduktionsmittels ver- 
ursacht sein. 
*) Diese Z. 151, 290 (1926). 
14* 
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Fillung mit Alkohol') gewonnen. Dadurch wird eine Abtrennung von etwa 
beigemengter alkoholléslicher Phytokinase erreicht.?) Die Aktivitat der go 
gewonnenen Priiparate schwankte etwas, so daB zu den elnzelnen Versuchs. 
reihen stets ein und dieselbe Enzymprobe mit bekanntem Spaltungsindey 
benutzt wurde. SH-Verbindungen waren weder mit der Nitroprussidreaktion 
noch durch Reduktion von alkalischer Telluritlésung sowohl im Rohenzy 
als auch im gereinigten Produkt nachzuweisen. — Die einzelnen Versuch. 
ansiitze wurden in MeBkélbchen, welche sich in einem elektrisch geheizten 
Riihrthermostaten mit Réhrenrelais befanden, bei einer Temperatur yon 
40 + 0,06° ausgefiihrt. Die Proben wurden wie folgt angesetzt: 45 mg 
Papain + 10 cem m/5-Dinatriumcitratlésung + 30 ccm Gelatinelésung (= 2 g 
Gelatine) mit eventuellen Zusiitzen auf 50 ecem aufgefiillt. py = 5. Zur 
Titration (Mikrobiirette) wurden 10 cem entnommen. 


A. Aktivierung durch Mercaptoverbindungen. In einigen Vor- 
versuchen wurde die Abhingigkeit der Aktivierung des, sicher teil- 
welse oxydierten, alkoholgefallten Papains von der Art des zu- 
gesetzten Mercaptans untersucht. Es zeigte sich, daB es keines- 
wegs gleichgiiltig ist, ob als Aktivator Glutathion (von La Roche), 
Thioglykolsiure oder @-Thiomilchsaiure (beide mehrfach 
destilliert) verwandt wird. Bei gleichmolarer Konzentration ist 
im untersuchten Bereich die spezifische Wirkung der natiirlichen 
Phytokinase (GSH) klar erkennbar. Bei héheren Konzentrationen 
an Thioglykolsiure (vgl. weiter unten) liBt sich eine gréBere 
Aktivierung erreichen. 




















Spaltungsindex 
Ohne Zusatz . adi eacar a 0,43 
ra 1/500 Mol/Liter Glutathion. . . . 1,15 
1/599 Mol/Liter Thioglykolsiure 0,72 
H 1/-99 Mol/Liter a-Thiomilchsiure . 0,37 


B. Inaktivierung durch substituierte Essigsiuren und Selenit. 
I. Es ist friiher*) gezeigt worden, daB Enzymschiidigungen durch 
Halogenessigsiuren vielfach auf Thioitherbildung mit dem 
Aktivator GSH zuriickzufiihren sind. Da aber, wie die folgenden 
Versuche zeigen, auch ein aktivatorfreies Enzym durch Halogen- 
essigsiiuren geschidigt werden kann, muf u.U. auch eine Reaktion 
(Bildung eines Glykolsiurederivats) mit einer der prosthetischen 
Gruppen des Enzyms angenommen werden. In Ubereinstimmung 


*) Willstatter u. GraBmann, Diese Z. 188, 184 (1924). 
*) Vgl. Régnier, Chem. Z. 1933, II, 536. 
*) Bersin, Biochem. Z. 248, 3 (1932). 
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mit den Erwartungen fiel der Grad der Schiidigung bei gleich- 
molarer Konzentration mit fallender Aktivitit des Halogens. 

















Spaltungsindex 
rigs Zusatz.. . Ba 0,36 
1/000 Mol/ Liter JCH, COOH . — 0,04 
wv ne Mol/ Liter BrCH, COOH “> 0.09 
+ 1/159) Mol/Liter CICH,COOH . . 0,39 


II. Die folgenden Versuche zeigen, da& das monojodacetat- 
vergiftete Papain selbst durch einen Uberschu8 an Glutathion, 
Thioglykolsaure oder ¢-Thiomilchsiure nur teilweise reak- 
tiviert wird, ein weiteres Zeichen fiir die unmittelbare Schiidigung 
des Enzyms. 








Spaltungs- 
index 
Ohne Seale. ‘ ae oe 0,36 
+ * 4009 Mol/Liter JCH, COOH + "so Mol, Liter Glutathion . . 0,16 
+ 1 509 Mol/Liter JCH,COOH + 1/,,, Mol/Liter Glutathion . . 0,17 
+1) 1459 Mol/Liter JCH,COOH + 1/,,, Mol/Liter Thioglykolsiure 0,14 
+ 1) 04) Mol/Liter JCH,COOH + 3/559 Mol/Liter «-Thiomilchsiiure 0,10 


Ill. Die kiirzlich (a. a. O.) gefundene katalytische Wirksam- 
keit von Selenit bei der Beschleunigung der Sauerstoffaufnahme 
von Mercaptanen und die schon liinger bekannte Schiidigung ge- 
wisser Enzyme’) durch Selenit lieB auch eine Inaktivierung des 
mit einem lockeren H-Atom behafteten Papains durch Selenit 
erwarten. Das war, wie die folgenden Zahlen zeigen, in der Tat 
der Fall. Auch die vorausgesagte besondere Wirksamkeit eines 
Te von Selenit und Monojodacetat konnte im Enzym- 
ers rsuch bestitigt werden. 




















" Spaltungsindex 
Ohne Zusatz . . ee ae ee ee 0,36 
1000 Mol/Liter ‘SeO, ee Gere ile ye Una ANie ae ev es 0,00 
{| 100000 Mol/Liter Se, a ee a 0,24 
a "/e50.000 | Mol/Liter SeO,” - Ae EE 2 ae aa er 0,34 
| 28.000 Mol/Liter JCH, COOH . . 0,28 
"/e50 000 Mol/Liter SeO, h + "1/5 000 Mol/Liter JCH, COOH 0,20 


") >} Rietunmabei Stern, Chem. Z. 1931, IH, 1013. — Dehydrase: 
Collett u. Clarke, Chem. Z. 1924, I, 2277; 1930, I, 84. — _ Amylase und 
Pepsin: Labes, Chet. Z. 1928, I, 1674. 
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oo 


IV. Im Hinblick auf friihere Autoxydationsversuche?), die 
aber infolge einer Verunreinigung des untersuchten Mercaptans 
durch Spuren von Selen einer spiteren Nachpriifung?) nicht 
standhielten, wurden Versuche mit Cyan- und Azidoessigsiure 
angestellt. Wie erwartet, zeigte sich keine Schidigung. Die 
scheinbar geringfiigige Aktivierung ist wohl auf Versuchsfehley 
zuriickzufiihren. Selbst nach einer kriaftigen Aktivierung des 
Enzyms mit Thioglykolsiure zeigte sich kein Kinflu8 der Cyan- 
essigsiiure. 























Spaltungsindex 
ee : eo Oe RS 0,36 
+ "/109 Mol/Liter N,-CH,-COOH .......... 0,44 
+ "soo Mol/Liter NC-CH,-COOH.......... 0,44 
+ */99) Mol/Liter Thioglykolsiure .......... 1,31 
+ oo, Mol/Liter Thioglykolsiure + %/,.9, Mol/ Liter 
Pe 6 ewe a 1,28 


C. Oxydationsversuche. Erwartungsgemif wurde die Aktivitiit 
des Papains durch Chinon vollstindig vernichtet. Kine wiibrige 
Lésung von Jod fihrte nur zu einer betrichtlichen Schidigung: 
zum SchluB des Versuches lief sich mit Starke kein Jod mehr 
nachweisen. Kine Lésung von Jod in Jodkalium wiirde wahr- 
scheinlich vollstiindig inaktivieren. Uberraschend war, daB tellu- 
rige Siure nur wenig schidigend wirkt, wihrend die geringe 
Wirkung des Pilocarpins’), bei der Abwesenheit von SH-Akti- 
vatoren weiter nicht verwunderlich erscheint. 





Spaltungsindex 











I Se Soe aes. bh ek ee ee 0,53 
+ "/1999 Mol/Liter Benzochinon. ........ ee 0,00 
+ */s000 Mol/Liter Jod. . ... . ae ee Oe 0,18 
> Pia, MEE TI, es se es ee 0,48 
Nach 1 stiindiger Behandlung mit Sauerstoff in Gegen- 

ERS TE Be eS 0,39 


D. Einwirkung von Diazomethan. Unsere Arbeitshypothese vou 
der Gegenwart eines lockeren H-Atoms in der prosthetischen Gruppe 
des Papains lieB eine Inaktivierung oder Spezifititseinschrinkung 


1) Biochem. Z. 248, 3 (1932). 2) Liebigs Ann. 505, 1 (1933). 
*) Langenbeck, Hutschenreuter u. Rottig, Ber. chem. Ges. 69, 
1750 (1932), haben eine Beschleunigung der Autoxydation yon Cystein durch 
Pilocarpin in saurer Lésung gefunden. 


| 
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durch Methylierung mit Diazomethan erwarten. 45 mg Papain 
mit dem Spaltungsindex 0,53 wurden wihrend einer Nacht im 
Kisschrank mit einer Lésung von 0,25 g CH,N, in 10 ccm absolutem 
Ather behandelt, dann wurde das iiberschiissige Diazomethan samt 
dem Ather bei Zimmertemperatur im Vakuum abgesaugt und der 
Riickstand wie itblich auf seine Aktivitit gepriift. Der Spaltungs- 
index war auf 0,25 gesunken. Eine zur Kontrolle vorgenommene 
cleiche Behandlung mit Ather allein schiidigte nicht. Da das 
Diazomethan auBer zur Methylierung von altiven H-Atomen auch 
noch zu Anlagerungsreaktionen befihigt ist, kann die Schidigung 
nicht eindeutig auf eine Methylierung zuriickgefiihrt werden. Immer- 
hin spricht im Zusammenhang mit den anderen Versuchen vieles dafiir. 


E. Reduktionsversuche. I. Zuniichst stellten wir fest, daB nach 
5 Minuten langer Behandlung des aktivatorfreien EKnzyms mit 
Hydroperoxyd bei 40° eine vollstindige Inaktivierung erreicht 
werden kann. Daraufhin wurde eine mit der gleichen Menge 
Hydroperoxyd 5 Minuten lang bei 40° behandelte gepufferte Papain- 
lisung 10 Minuten lang bei Zimmertemperatur mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, der UberschuB des letzteren durch einen 
N,-Strom, bis zum Verschwinden der Reaktion mit Nitroprussid- 
natrium, verjagt und, nach Zusatz des Substrats, wie iiblich der 
Spaltungsindex ermittelt. Wie man sieht, findet unter diesen 
Bedingungen aber nur eine teilweise Reaktivierung statt. 








| Spaltungsindex 





Ohne pave , eae San ae” ae a, ew. 8 0,53 





+159, Mol/Liter H, 0, , - ae 0,02 
+ hase Mol/Liter H, O, und Behandlung’ mit H, S pole & 0,19 


II. Nun wurde oxydiertes Papain in Substanz hergestellt 
und der Spaltungsindex unter Zusatz einiger Reduktionsmittel er- 
mittelt. Kine Liésung von 5 g Rohpapain in 150 ccm Wasser 














45 mg oxydiertes Papain+10cem m/5-Dinatriumcitrat + 
50 cem Gelatinelésung (=2 g Gelatine) mit evtl. Zusiitzen 
auf 50 cem aufgefillt. py=5, Temperatur 40°. Speltungeinder 

____._ Gur Titration wurden 10 cem entnommen 
Obne Zusaty; ae &. ce aes 0,09 
1. ‘| 500 Mol/Liter Glutathion . . 0,51 
+"/1000 Mol/Liter SO,” (nach 4/, stiindiger Binwirkung 

auf die gepufferte Enzymlésung) . . — 0,48 
+ "loo Mol/Liter Hydrochinon . ....... . 0,08 











ai 
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wurde mit 3,3 ccm 30°/,igem Hydroperoxyd 20 Minuten lang au: 
30° erwirmt, nach dem Erkalten mit 700 cem 95°/,igem Alkoho| 
gefillt, der Niederschlag abzentrifugiert und im Vakuum iibey 
CaCl, getrocknet. Wie die umstehenden Versuche zeigen, finde: } 
sowohl durch Glutathion GSH als auch Sulfit eine vollstiindise 
Reaktivierung statt. Hydrochinon war wirkungslos. 

III. Die folgenden Versuche zur enzymatischen Reduktioy 
des oxydierten Papains wurden wie folgt angestellt: 45 me 
oxydiertes Papain (Spaltungsindex 0,09) wurden mit 9 ccm eine: 
Lésung von Rindermuskeldehydrase’) nach Zusatz von 50 mg 
Kaliumsuccinat 1 Stunde bei 40° behandelt; dann wurden | 
30 ccm Gelatinelésung (=2 g Gelatine) zugegeben und mit Salz. 
siure auf p,=5 gebracht. In einem anderen Falle wurde dic 
Wasserstoffiibertragung bei 23° 6 Stunden lang fortgesetzt. Der 
Kontrollversuch ohne Papain zeigt, da& der Gelatineabbau nicht 
durch proteolytische Enzyme aus dem Muskel vorgetiiuscht wird. 








+4 


me Spaltungsin: dex 

















Oxydiertes Papain ohne Zusatz . . . Ke Ged 0,09 
Nach istiindiger Behandlung mit Dehy drase + Succinat 

bei 40° . . 0,50 
Nach 6 6 stiindiger Behandlung mit Dehydrase + Succinat 

bei 23° . . 0,53 
Dehy drase +Succinat nach 1 stiindigem Verweilen bei 

40° in Gegenwart von Gelatine (2 g) bei py=5 . . 0,01 





SchlieBlich haben wir auch eine Dehydrierung von Papai: 
mit Hilfe von Succinodehydrase in Gegenwart eines H-Accep- 
tors, wie Natriumfumarat, versucht. Es konnte aber nur eine 
geringe Aktivitiitsverminderung beobachtet werden. Bei Wah! 
geeigneter H-Acceptoren und anderer Puffersubstanzen wird sic! 
vielleicht eine glattere Inaktivierung erreichen lassen. Die Versuchs- 
anordnung war dieselbe wie vorhin. 











| Spaltungsindex 














Rete alkoholgefallt bie Ye 0,53 


Nach Behandlung mit Dehy drase + 
Natriumfumarat (50mg), 6 Stdn. bei23° 0,45 





') Darstellung nach Rona, Fermentmethoden 1931, S. 383. 
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